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Lien entre la signalisation des dommages de l’ADN et l’adaptation cellulaire à 
l’hypoxie : deux nouveaux rôles pour ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et DNA-PK 
(Protéine Kinase dépendante de l’ADN) 
 
L’existence de zones hypoxiques est fréquemment observée dans les tumeurs humaines. Le 
régulateur central de la réponse à l’hypoxie est un facteur de transcription, HIF-1 (Hypoxia 
Inducible Factor 1), qui induit la transcription d’un grand nombre de gènes cibles, permettant 
l’adaptation des cellules à cet environnement hostile. HIF-1 est composé d’une sous-unité α, 
dégradée en normoxie, et d’une sous-unité β constitutivement exprimée. Des arguments 
récents de la littérature suggèrent que l’hypoxie est impliquée dans l’activation de voies de 
réponse aux dommages de l’ADN. Cependant, les mécanismes d’initiation et les 
conséquences de leur activation sont peu connus. Au cours de ma thèse, je me suis intéressée 
à une famille de protéines de réponse au stress, les analogues de PI3K (Phosphatidyl Inositol 
3 Kinase Like Kinase ou PI3KKs), comprenant entre autre les protéines ATM et DNA-PK et 
j’ai étudié leur activation en hypoxie et leur impact sur l’accumulation de HIF-1. 
Ainsi dans un premier temps, nous avons pu montrer que l’absence chronique de la protéine 
ATM est associée à une augmentation de l’expression des deux sous-unités α et β du 
complexe HIF-1, en normoxie et en hypoxie. Outre un rôle dans l’adaptation à l’hypoxie, cet 
effet serait important afin d’expliquer certains aspects de l’Ataxie Telangiectasie, syndrome 
associé à l’absence d’ATM chez l’homme. Dans un deuxième temps, nous avons observé une 
activation d’ATM en condition d’hypoxie sévère (< 0.1 % O2), avec de faibles conséquences 
sur l’accumulation de HIF-1. En revanche, nous avons montré que la protéine DNA-PK, 
impliquée dans la réparation des cassures doubles brins de l’ADN (CDBs), est activée en 
hypoxie, dès 1 % d’O2. Nos résultats suggèrent que la DNA-PK serait activée par une voie 
non classique, indépendante des CDBs. L’hypoxie est associée à des modifications des 
histones, parmi lesquelles l’acétylation, et nous avons démontré que ces modifications de la 
chromatine sont responsables de l’activation de la DNA-PK dans ces conditions. De plus, 
l’activation de la DNA-PK est impliquée dans le contrôle de la stabilité de HIF-1α, 
permettant l’adaptation cellulaire à l’hypoxie. 
Ensemble, nos résultats montrent un rôle des PI3KKs dans la régulation de HIF-1 et suggèrent 
que l’hypoxie induit une réponse aux dommages de l’ADN, favorisant l’adaptation des 
cellules à ce stress environnemental. 
 
New roles of ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) and DNA-PK (DNA Dependent 
Protein Kinase) in hypoxic stress response through HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1) 
regulation 
 
Hypoxia is a frequent microenvironmental stress observed in human tumours. The key 
regulator of the cellular response to oxygen deprivation is the transcription factor, HIF-1 
(Hypoxia Inducible Factor 1) whose function resulting in the induction of a plethora of target 
genes that collectively confers cellular adaptation to hypoxia. HIF-1 is comprised of an α sub-
unit that is mainly targeted for degradation in normoxia whereas its β sub-unit is 
constitutively expressed. Emerging evidences suggest that hypoxia induce a DNA damage 
response (DDR). However, the mechanism involved in the initiation of this DDR and the 
consequences of its activation are unknown. The goal of our project was to investigate the 
role of two proteins, which are involved in DDR belonging to the PI3KKs (Phosphatidyl 
Inositol 3 Kinase Like Kinase) family, ATM and DNA-PK, in the hypoxic response. We 
studied their activation and the consequences on HIF-1 accumulation in these conditions.  
So as a first step, we have demonstrated that the loss of ATM positively regulates the 
expression of both sub-units of HIF-1, in normoxia and hypoxia. Besides its role in the 
cellular adaptation to hypoxia, this effect might be important to explain some clinical features 
of Ataxia Telangiectasia, the disease associated to the mutation of ATM gene in humans. 
Moreover, we observed ATM activation in severe hypoxia (less than 0.1% O2), with no 
consequences on HIF-1 accumulation. On the other hand, we have reported that DNA-PK, 
involved in double strand breaks (DSBs) signalling and repair, is activated in mild hypoxic 
conditions (less than 1 % O2). Our results suggest that its activation is independent from 
DSBs. Hypoxia is associated to histones modifications including acetylation and we 
demonstrated that these chromatin modifications are responsible for DNA-PK activation in 
hypoxic conditions. Finally, we have demonstrated that once activated DNA-PK regulates the 
stability of HIF-1α, promoting the cellular adaptation to hypoxia. 
Taken together, our results show a role of PI3KKs in HIF-1 regulation and suggest that 
hypoxia initiates DNA damage like-response, contributing to the adaptative response of cells 
to hypoxic conditions. 
 
 
     Abbréviations 
 
 
AKT/PKB   Protein Kinase B  
ARNT1  Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator ou HIF-1β 
AT    Ataxie Telangiectasie  
ATM    Ataxia Telangiectasia Mutated 
ATR    Ataxia Telangiectasia and Rad3-related 
ATRIP   ATR Interacting Protein 
 
BNIP3   Bcl-2/adenovirus E1B 19 KD-interacting protein 3 
BRCA1   Breast Cancer 1 
 
CAIX et CAXII  Anhydrases carboniques IX et XII 
CBP    CREB-Binding protein 
CDBs    Cassures doubles brins de l’ADN 
Cdk    Cycline Dependent Kinase 
Chk1 et Chk2   Checkpoint Kinases 1 et 2 
C-TAD   C-terminal Transactivation Domain 
 
DAG    Diacylglycérol 
DFX    Desferrioxamine  
DNA-PK   DNA-dependent Protein Kinase 
 
EGF    Epidermal Growth Factor 
EPO    Erythropoïétine 
 
FGF-2   Fibroblasts Growth Factor-2 
FIH-1    Factor inhibiting HIF 
 
GPX    Glutathion peroxydase 
 
H2O2     Hydrogen Peroxide 
HAT    Histones Acétyl Transférases 
HDAC   Histones Déacétylases  
HER2neu   Heregulin  
HIF-1    Hypoxia Inducible Factor-1 
HR    Homologous Recombination  
HRE    Hypoxia Response Element  
hSMG-1  human Suppressor of Morphogenesis in Genitalia-1 ou ATX 
Hsp90    Heat Shock Protein 90 
 
IAP-2    Inhibitor of apoptosis-2 
IGF   Insulin-like Growth Factor  
 
MAPK   Mitogen Activated Protein Kinase 
MCT4   Monocarboxylate Transporter 
MMR    Mismatch Repair 
MRN     MRE11, Rad50 et Nbs1 
mTOR   Mammalian Target of Rapamycin 
 
Nbs1    Nijmegen Breakage Syndrom 1 
NHE1    Na+/H+ exchanger  
NHEJ    Non Homologous End Joining 
N-TAD   N-terminal Transactivation Domain 
ODD    Oxygen Dependent Degradation Domain 
 
PDH    Pyruvate Deshydrogenase  
PDK1    Pyruvate Deshydrogenase Kinase  
PHDs    Prolylhydroxylases  
PI3K    Phosphatidylinositol 3 Kinase 
PI3KKs   PI3 Kinase-like Kinases  
PKC    Protein Kinase C 
 
RACK1   Receptor of Activated protein Kinase C 1 
ROS    Reactive Oxygen Species 
 
SOD    Speroxyde dismutase 
 
TCA    Cycle des acides tricarboxyliques 
TGFα    Transforming Growth Factor-α 
TRRAP   Transfromation/ transcription domain associated protein 
TSA    Trichostatin A 
 
UV    Ultra-Violet 
 
VEGF    Vascular Endothelial Growth Factor 
VHL    Von Hippel Lindau 
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L’existence de zones hypoxiques est fréquemment observée dans les tumeurs humaines. Cette 
hypoxie tumorale est un des facteur majeur limitant l’efficacité des traitements anti-tumoraux. 
Elle résulte d’un défaut d’adaptation quantitatif et qualitatif de la néo-vascularisation à 
l’importance de la masse tumorale. De nombreuses études ont montré que le régulateur 
central de la réponse à l’hypoxie est un facteur de transcription, HIF-1 (Hypoxia Inducible 
Factor-1), qui induit la transcription d’un grand nombre de gènes cibles, permettant 
l’adaptation des cellules à cet environnement hostile. L’importance de ces zones hypoxiques 
est considérée comme un facteur de mauvais pronostic dans de nombreux cancers. En effet, 
l’hypoxie favorise la résistance aux traitements anti-tumoraux qu’il s’agisse de la 
chimiothérapie ou de la radiothérapie. De plus, les cellules qui résistent à cet environnement 
hypoxique favorisent la progression tumorale et le pouvoir métastatique de la tumeur. 
Une des raisons pour laquelle l’hypoxie participe à la progression tumorale est qu’elle 
favorise l’instabilité génétique, en diminuant l’activité de certains mécanismes de réparation 
des lésions de l’ADN. Cependant, des arguments récents de la littérature suggèrent que 
l’hypoxie est impliquée dans l’activation de voies de réponse aux dommages de l’ADN, les 
mécanismes d’initiation et les conséquences de leur activation restant peu connus. Au cours 
de ma thèse, je me suis intéressée à une famille de protéines de réponse au stress, les 
analogues de PI3K (Phosphatidyl Inositol 3 Kinase Like Kinase ou PI3KKs), comprenant 
entre autre les protéines ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et DNA-PK (DNA-dependent 
Protein Kinase). Après une recherche bibliographique pour mieux comprendre le contexte 
scientifique, trois parties seront développées sur le lien entre la signalisation des dommages 
de l’ADN et l’adaptation cellulaire à l’hypoxie.  
Dans une première partie, nous allons démontrer que l’absence chronique de la protéine ATM 
est associée à une augmentation de l’expression du complexe HIF-1. Outre un rôle dans 
l’adaptation à l’hypoxie, cet effet serait important afin d’expliquer certains aspects de l’Ataxie 
Telangiectasie, syndrome associé à l’absence d’ATM chez l’homme.  
La deuxième partie portera sur l’activation de la protéine ATM en hypoxie, cette activation 
présentant peu de conséquences sur l’accumulation de HIF-1.  
Enfin, dans la dernière partie, nous étudierons le mécanisme d’activation de la DNA-PK en 
hypoxie, ainsi que les conséquences de son activation sur l’accumulation de HIF-1 et 








La survie des organismes aérobie est conditionnée par la présence d’oxygène dans leur 
environnement. Cet oxygène est indispensable au métabolisme énergétique qui va leur 
permettre de survivre et jouer un rôle dans leur croissance. Dans les cellules des organismes 
eucaryotes, l’oxygène est métabolisé au niveau des mitochondries où il participe à l’oxydation 
du glucose pour aboutir à la synthèse d’ATP, source d’énergie indispensable à leur 
développement et leur maintien. Bien qu’indispensable, la consommation d’oxygène doit être 
finement régulée. En effet, le fonctionnement de la chaîne respiratoire peut conduire à la 
production excessive de radicaux libres oxygénés, capables d’oxyder les protéines, l’ADN et 
les membranes des cellules, constituant de ce fait une menace pour la survie cellulaire. Une 
augmentation ou une diminution de la pression en oxygène au niveau cellulaire, 
respectivement appelées hyperoxie et hypoxie, conduisent à la synthèse excessive d’espèces 
réactives de l’oxygène. Les organismes eucaryotes ont donc mis en place des systèmes 
adaptatifs leur permettant de maintenir l’homéostasie de leur niveau d’oxygène. L’adaptation 
à l’hypoxie met donc en œuvre toute une machinerie moléculaire dont le fonctionnement sera 
développé dans cette partie. 
 
2. L’hypoxie, un facteur pronostic négatif dans les tumeurs 
 
L’existence de zones hypoxiques est fréquemment observée dans les tumeurs humaines. Cette 
hypoxie tumorale résulte d’un défaut d’adaptation qualitatif et quantitatif de la néo-
vascularisation à l’importance de la masse tumorale. En effet, les cellules tumorales possèdent 
une cinétique de prolifération supérieure à celle des vaisseaux. Ainsi, celles situées vers le 
centre de la tumeur vont donc rapidement se retrouver dans un environnement hypoxique voir 
anoxique. Les cellules situées à une distance des vaisseaux supérieure à 150 µm sont 
considérées comme hypoxiques (Brahimi-Horn et al., 2007a). De plus, la néoangiogenèse 
tumorale donne souvent naissance à des vaisseaux non fonctionnels, non reliés à la circulation 
générale par exemple (Baluk et al., 2003).  
L’hypoxie étant un des facteurs majeur limitant l’efficacité des traitements anti-tumoraux, 
l’importance de ces zones hypoxiques est considérée comme un facteur de mauvais pronostic 
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dans de nombreux cancers en particuliers gynécologiques (col et corps de l’utérus), du sein ou 
de la tête et du cou (Harris, 2002; Hockel et al., 1999; Hockel and Vaupel, 2001). En effet, 
elle favorise la résistance aux traitements par chimiothérapie, notamment par une mauvaise 
délivrance des médicaments, mais également à la radiothérapie, cette dernière étant basée sur 
la radiolyse de l’H2O (Harrison and Blackwell, 2004). Pour finir, les cellules qui résistent à 
cet environnement hostile favorisent la progression tumorale (modifications du protéome, 
instabilité génétique et sélection clonale de cellules mutées pour la protéine p53) ainsi que le 
pouvoir métastatique de la tumeur (Harris, 2002). 
 




L’hypoxie a été montrée comme étant capable de stimuler l’expression de l’érythropoïétine 
(EPO), une hormone synthétisée principalement au niveau du rein. Cette hormone est 
acheminée par voie sanguine jusqu’à la moelle osseuse pour y stimuler les précurseurs des 
globules rouges qui vont proliférer et se différencier en érythrocytes, augmentant le nombre 
de globules rouges sanguins et donc le potentiel de captage de l’O2 du sang. L’étude du 
promoteur de l’EPO a permi de mettre en évidence une séquence enhancer en position 3’ non 
codante du gène, nommée HRE (Hypoxia Response Element) car sensible à l’hypoxie. Cette 
séquence fixe en hypoxie un facteur de transcription de la famille bHLH (basic Helix Loop 
Helix), le complexe HIF-1, régulateur central de l’hypoxie (Semenza et al., 1991). La 
découverte de l’activité HIF-1 a permis le clonage des deux ADN complémentaires, impliqués 
dans cette activité, codant pour deux protéines constituant le complexe HIF-1, HIF-1α et HIF-
1β, et synthétisées de manière constitutive par les cellules (Wang et al., 1995; Wang and 
Semenza, 1995). HIF-1β a été identifié comme étant le facteur ARNT1 (Aryl hydrocarbon 
Receptor Nuclear Translocator), une protéine déjà décrite et impliquée dans le phénomène de 
détoxification des cellules, son taux d’expression reste constant quelque soit le taux d’O2 
cellulaire. En revanche, HIF-1α est spécifique de la réponse hypoxique en effet, en normoxie, 
la sous-unité α va subir des modifications post-traductionnelles, principalement des prolyl 
hydroxylations, qui vont conduire à sa reconnaissance par un complexe protéique de type E3 
ubiquitine ligase (comprenant entre autre la protéine VHL, Von Hippel Lindau) et in fine à sa 
dégradation au niveau du protéasome. L’activité des prolyl hydroxylases étant sous la 
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dépendance de l’oxygène, celle-ci vont être inactivées en hypoxie. Ainsi, HIF-1α va 
s’accumuler dans le cytoplasme, transloquer au niveau du noyau où le complexe HIF-1 (HIF-
1α / HIF-1β) va se former. L’héterodimère se fixe alors sur l’élément HRE, de séquence 5’-
RCGTG-3’, présent en amont des gènes cibles sensibles à l’hypoxie et exerce son rôle de 
facteur de transcription permettant à la cellule de s’adapter à ce milieu pauvre en oxygène 
(pour revue, (Ruas and Poellinger, 2005) (Figure 1). Parmi les cibles de HIF-1, on compte une 
centaine de gènes impliqués dans de nombreux évènements cellulaires, dont l’angiogenèse, le 
métabolisme et la croissance cellulaire, et l’apoptose (Benita et al., 2009; Wenger et al., 
2005). 
 
b) Structure de HIF-1 
 
HIF-1 est donc un hétérodimère constitué des deux sous-unités HIF-1, HIF-1α et HIF-1β. 
HIF-1α et ARNT1 possèdent respectivement 826 et 789 acides aminés (Figure 2) (Simon and 
Keith, 2008). Ils contiennent des  domaines bHLH et PAS (PER-ARNT-SIM) à leur extrémité 
amino-terminale. En N-terminal, le motif HLH intervient dans la dimérisation de ces deux 
protéines tandis que la région basique qui le précède intervient dans la fixation et la spécificité 
de la liaison de la protéine à l’ADN (Wang et al., 1995). En C-terminal, HIF-1α contient 
d’autres domaines fonctionnels importants pour sa fonction de régulateur de la transcription 
de gènes cibles par l’hypoxie. Le premier domaine de transactivation (N-TAD ou NAD) 
correspond aux acides aminés 531-575. Le second TAD (C-TAD ou CAD), en position 
carboxy-terminale dans la protéine, correspond aux acides aminés 813-826. Ils sont séparés 
par un domaine inhibiteur de la transcription (ID) (Jiang et al., 1997). ARNT1 contient aussi 
un domaine TAD dans sa partie carboxy-terminale, mais ce dernier n’est pas impliqué dans la 
réponse à l’hypoxie, ce qui souligne encore que HIF-1α est l’élément clé de la réponse à 
l’hypoxie. De plus, HIF-1α possède un domaine important pour son expression nommé ODD 
(Oxygen Dependent Degradation Domain), domaine responsable de sa dégradation par le 
protéasome, allant de l’acide aminé 401 à 603 (Salceda and Caro, 1997). Enfin, il existe 
également deux séquences de localisation nucléaire, NLS (Nuclear Localisation Sequence). 
La première se situe dans le domaine bHLH et est réprimée par le domaine PAS-B, ce qui 
entraîne une rétention cytoplasmique de la protéine. La deuxième se situe dans la partie C-
terminale et jouerait un rôle clé dans l’import nucléaire de HIF-1α (Kallio et al., 1998). 
 
Figure 1. Hypoxia Responsive Element (HRE). Le site consensus HRE et les 
nucléotides qui l’entourent. La partie bleuté indique les nucléotides qui ne sont 
distribués au hasard qui se trouvent en 5’ de la séquence et servent de zone de contact 
entre HIF-1α et l’ADN. D’après Wenger et al, Science STKE, 2005.
Figure 2. Structure de HIF-1. Hétérodimère constitué de deux sous-unités HIF-1α et 
Hif-1β (ARNT1). Chaque sous-unité contient en N-terminal un domaine bHLH et un 
domaine PAS intervenant dans la dimérisation et la fixation à L’ADN. HIF-1α
contient deux autres domaine importants pour sa fonction de régulateur de la 
transcription, deux domaines de transactivation (TAD) situés dans la région C-
terminale et un domaine ODD, responsable de la dégradation de HIF-1α par le 





c) Variants d’épissage et isoformes de HIF-1α 
 
i. Variants d’épissage de HIF-1α 
 
Le gène codant pour HIF-1α a été cloné chez de nombreuses espèces (souris, rat, xénope, 
drosophile…) et sa séquence protéique est très conservée (90 % d’homologie entre l’homme, 
le rat et la souris). Des isoformes issues de l’épissage alternatif ont été mises en évidence pour 
cette protéine d’abord chez la souris et le rat mais également chez l’homme. Il existe un 
variant d’épissage de HIF-1α délété de son domaine C-TAD pouvant dimériser avec HIF-1β, 
lier le HRE des gènes cibles et les transactiver mais à un niveau moindre que la forme entière 
(Gothie et al., 2000). Il faut remarquer que ces phénomènes d’épissage ne sont pas tous 
conservés entre les espèces et leurs rôles physiologiques restent à déterminer. 
 
ii. Isoformes de HIF-1α 
 
Il existe d’autres formes de HIF-α décrites dans la littérature HIF-2α et HIF-3α. HIF-2α ou 
EPAS1 (pour Endothelial PAS domain 1) présente 48 % d’homologie avec HIF-1α et est 
exprimé de manière moins ubiquitaire, cette forme étant surtout retrouvée dans l’endothélium, 
le foie, le rein, le poumon et le cerveau (Tian et al., 1997). HIF-2α est régulé de la même 
façon que HIF-1α et peut se dimériser avec HIF-1β ainsi que lier la même séquence HRE 
(Tian et al., 1997). Parmi les gènes régulés par HIF-1 et HIF-2, certains sont communs mais 
d’autres sont distincts et sont dépendants du type cellulaire. Ainsi HIF-2 bien que présent dans 
les cellules souches embryonnaires murines n’est pas transcriptionnellement actif (Hu et al., 
2006). Cette différence de spécificité est due aux différences entre les deux domaines N-TAD 
de ces protéines qui permettent le recrutement de différents co-activateurs transcriptionnels 
comme Elk qui active spécifiquement la transcription HIF-2 dépendante (Hu et al., 2007). 
Il est décrit 6 variants d’épissage de HIF-3α nommés de HIF-3α-1 à 6. Parmi ces différentes 
formes, HIF-3α-2 aussi appelé IPAS (Inhibitory PAS domain protein) possède les domaines 
bHLH et PAS mais pas de domaines TAD et possède une activité inhibitrice sur la réponse 
cellulaire de HIF-1 (Maynard et al., 2003) en formant un dimère transcriptionnellement inactif 
avec HIF-1α (Makino et al., 2001). De façon similaire, la forme HIF-3α-4 qui possède la 
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même structure que HIF-3α-2 s’hétérodimérise avec HIF-2α et inhibe son activité 
transcriptionnelle (Maynard et al., 2007). 
 
d) Délétions homozygotes de HIF-1: modèles murins 
 
Le KO de HIF-1α réalisé chez la souris entraîne une létalité embryonnaire qui survient entre 
les stades embryonnaires E8 et E9. L’analyse des embryons révèle des malformations 
cardiovasculaires, des défauts dans la formation des tubes neuraux, une absence complète de 
la vascularisation cérébrale, une réduction du nombre de somites et enfin, une augmentation 
de l’hypoxie tissulaire (Iyer et al., 1998; Ryan et al., 1998). Ces résultats démontrent le rôle 
essentiel de la sous-unité HIF-1α dans le contrôle de l’embryogenèse en réponse aux 
variations microenvironnementales en oxygène. 
  
Le KO de HIF-1β entraîne aussi une létalité embryonnaire qui survient entre E9 et E10. De 
nombreuses anomalies précèdent cette létalité, comme un défaut de fermeture du tube neural, 
des hyperplasies du néocortex et une angiogenèse défectueuse (Kozak et al., 1997; Maltepe et 
al., 1997). 
 
e) Rôle du complexe HIF-1 : l’adaptation cellulaire à l’hypoxie 
 
L’hypoxie représente un stress pour la cellule qui va devoir s’adapter à des changements dans 
son oxygénation et sa nutrition. Cette adaptation est rendue possible par le régulateur central 
de l’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1, qui va permettre la mise en place d’une 
réponse adaptée à ce manque d’oxygène et rétablir un environnement propice à la survie 
cellulaire. Actuellement, sont répertoriés plus d’une centaine de gènes cibles contenant des 
HRE et dont l’expression est régulée par le complexe HIF-1. Ces gènes codent pour de 
nombreuses protéines impliquées dans les voies métaboliques d’adaptation à l’hypoxie, 
comme par exemple, les enzymes de la voie glycolytique qui permettent un basculement vers 
le métabolisme anaérobie et la production d’énergie, via la voie glycolytique, nécessaire aux 
cellules lorsque les apports en oxygène sont réduits. Des sites fonctionnels HRE ont aussi été 
retrouvés dans des protéines contrôlant la vascularisation et notamment, le facteur de 
croissance vasculaire endothélial (VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor) qui 
permet une augmentation de l’angiogenèse. Enfin, le complexe HIF-1 a été décrit comme 
Figure 3. Exemples de gènes transactivés par le facteur de transcription HIF-1. 
D’après Semenza GL, Nature Reviews Cancer, 2003.
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jouant un rôle dans la régulation de gènes impliqués dans la survie, la prolifération ou les 
voies de mort cellulaire. L’ensemble de ces gènes permettent au niveau cellulaire mais aussi à 
l’échelle de l’organisme, une réponse adaptative à l’hypoxie et HIF-1 est la clé de voûte de 
ces réponses physiologiques dont certaines sont développées ci-dessous (Figure 3) (Semenza, 
2003). 
 
i. Régulation de l’angiogenèse 
 
La formation des vaisseaux lors du développement embryonnaire se fait en trois phases : la 
vasculogenèse, l’angiogenèse et l’artériogenèse. A ce stade, les cellules endothéliales et 
hématopoïétiques présentent un progéniteur commun, l’hémangioblaste. Dans le sac vitellin, 
ces progéniteurs vont former des agrégats dont les cellules centrales se différencient en 
cellules hématopoïétiques et les cellules périphériques en précurseurs endothéliaux, les 
angioblastes. Ces angioblastes vont former un réseau vasculaire primitif sous l’influence de 
facteurs de différenciation parmi lesquels nous retrouvons par exemple, le VEGF. Cette étape 
est donc appelée vasculogenèse. Une fois ce réseau formé, de nouveaux vaisseaux émergent 
par protrusion et branchement afin de former un réseau vasculaire hautement organisé et 
fonctionnel, cette phase étant appelée angiogenèse (Figure 4) (Carmeliet, 2000). Dans un 
premier temps, la perméabilité vasculaire augmente, permettant l’extravasation de protéines 
plasmatiques qui vont conduire à la digestion de la matrice extra-cellulaire et à la création 
d’un « échafaudage », support pour la migration des cellules endothéliales. Ces cellules vont 
migrer en fonction des gradients de molécules pro-angiogéniques chimiotactiques et vont 
induire le recrutement de cellules impliquées dans la stabilisation des vaisseaux et 
l’acquisition des propriétés de l’endothélium, les péricytes (Carmeliet, 2000). Enfin, les 
cellules musculaires lisses vont être recrutées au cours de l’artériogenèse, conférant aux 
vaisseaux leur vasomotricité. 
 
Dans le cancer, le mécanisme de l’angiogenèse physiologique est détourné par la tumeur afin 
de permettre la prolifération tumorale. En effet à partir d’une certaine taille, pour alimenter sa 
croissance, la tumeur (qualifié de dormante jusqu’ici) a besoin de susciter la mise en place de 
nouveaux vaisseaux. Il se produit donc au sein de la tumeur un « switch », correspondant à 
l’acquisition par la tumeur d’un potentiel angiogénique (Figure 5) (Bergers and Benjamin, 
2003). Ce « switch » correspondrait à un changement global d’état de la cellule avec 
modification du profil d’expression des molécules angiogéniques et l’hypoxie est un des 
Figure 4. Construction du réseau vasculaire. Les précurseurs endothéliaux 
(angioblastes) s’assemblent en un réseau primitif au cours de la vasculogenèse. Ce 
réseau est remodelé au cours de l’angiogenèse. Enfin, les cellules musculaires lisses 
viennent recouvrir les cellules endothéliales (myogenèse vasculaire) afin de stabiliser 
les vaisseaux pendant l’artériogenèse. CL= collagène, EL= élastine, Fib= Fibrilline. 
D’après Carmeliet, Nature Medicine, 2000.
Figure 5. Le « switch » angiogénique. (a) formation de nodules avasculaires (la 
prolifération étant contrebalancée par l’apoptose); (b) initiation du « switch »
angiogénique, détachement des cellules périvasculaires et dilatation des vaisseaux; (c) 
angiogenèse; (d) maturation des vaisseaux et recrutement des cellules périvasculaires; 
(e) la formation des nouveaux vaisseaux continue tout au long de la croissance 
tumorale afin d’alimenter les zones hypoxiques de la tumeur. D’après Bergers et 
Benjamin, Nature Reviews cancer, 2003.
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régulateurs de ce changement. En effet, HIF-1 entraîne l’expression de nombreux facteurs 
impliqués dans l’angiogenèse parmi lesquels le VEGF, les récepteurs au VEGF (VEGFR1 ou 
FLT-1 et VEGFR2 ou FLK1), les angiopoïétines (Ang1 et Ang2), le PDGF-B (Platelet 
Derived Growth Factor), les récepteurs Tie2, la NO synthase… 
 
La famille du VEGF comprend 6 membres, que sont le VEGF-A, le PlGF (Placenta Growth 
Factor), le VEGF-B, le VEGF-C, le VEGF-D et le VEGF-F. Le rôle du VEGF dans le 
développement embryonnaire a été amené par deux études qui ont montré que l’inactivation 
d’un seul allèle du gène du VEGF conduit à la mort embryonnaire au stade E11-E12, par 
défaut d’angiogenèse (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). De plus, la délétion de la 
région 3’UTR sur un seul allèle du gène du VEGF, induisant sa surexpression, conduit à la 
létalité embryonnaire des souris vers les stades E12.5-E14 (Miquerol et al., 2000). Ces 
exemples illustrent l’implication du VEGF dans l’angiogenèse au cours du développement 
embryonnaire. Ils soulignent surtout l’importance d’une très fine régulation de son niveau 
d’expression, puisqu’une simple augmentation ou diminution d’un facteur deux du niveau 
d’expression du VEGF suffit à entraîner la mort embryonnaire.  
 
Le VEGF-A a été identifié comme étant le facteur angiogénique majeur et spécifique des 
cellules endothéliales. Il comporte 9 isoformes dont la taille varie entre 121 et 206 acides 
aminés. Cependant, la plupart des cellules expriment préférentiellement les isoformes de 121, 
165 et 189 acides aminés, le VEGF 165 étant la forme majoritaire. L’affinité pour la matrice 
extra-cellulaire varie en fonction des isoformes (le 121 étant le plus diffusible) qui agiraient 
de façon coordonnée en formant un gradient de VEGF afin de recruter de nouveaux vaisseaux 
(Grunstein et al., 2000). 
 
ii. Régulation du métabolisme cellulaire 
 
En condition hypoxique, les cellules modifient leur façon de métaboliser le glucose et opèrent 
un « switch » métabolique. En effet, elles vont favoriser l’utilisation de la voie glycolytique 
aux dépens du cycle de Krebs (ou cycle des acides tricarboxyliques, TCA). Or, la glycolyse 
produit seulement 2 molécules d’ATP, pour une molécule de glucose consommée, contre 38 
ATP pour le cycle des TCA (Figure 6) (Gatenby and Gillies, 2004). Ainsi les cellules 
hypoxiques augmentent leur capacité à capter le glucose afin de produire plus d’énergie, en 
régulant positivement l’expression des enzymes glycolytiques et des transporteurs de glucose 
Figure 6. Métabolisme du Glucose. Les vaisseaux afférents libèrent le glucose et 
l’oxygène. Le glucose est capté par des transporteurs spécifiques et transformé en 
pyruvate par la glycolyse, en générant 2 ATP par molécule de glucose. En présence 
d’oxygène, le pyruvate est oxydé en HCO3- générant 36 ATP supplémentaires. En 
absence d’oxygène, la pyruvate est réduit en lactate et est exporté de la cellule. 
D’après Gatenby, Nature Reviews Cancer, 2004. 
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(GLUT-1 et GLUT-3) via le complexe HIF-1 (Chen et al., 2001; Dang and Semenza, 1999; 
Seagroves et al., 2001). De plus, certaines enzymes régulées positivement par le complexe 
HIF-1 sont impliquées dans l’inhibition du cycle de Krebs. C’est le cas notamment de la 
PDK1 (Pyruvate Deshydrogenase Kinase) qui inhibe la PDH (Pyruvate Deshydrogenase) 
inhibant ainsi la transformation du pyruvate (produit de la glycolyse) en acetyl coA, premier 
substrat du cycle TCA (Figure 7) (Kim et al., 2006). 
 
L’augmentation de l’acidité du pH intra-cellulaire est une des conséquences des modifications 
du métabolisme glucidique en hypoxie. En effet, la glycolyse produit des ions H+ et 
l’inhibition du cycle de Krebs conduit à l’accumulation d’acide lactique (Figure 6). Ainsi pour 
survivre, les cellules utilisent des transporteurs cellulaires, dont l’expression est régulée par le 
complexe HIF-1, parmi lesquels MCT4 (Monocarboxylate Transporter) qui permet la sortie 
simultanée d’un H+ et d’un acide lactique, NHE1 (Na+/H+ exchanger) qui pour l’entré d’un 
Na+ permet la sortie d’un H+ et les anhydrases carboniques IX et XII (CAIX et CAXII) 
(Figure 3) (Brahimi-Horn et al., 2007b). Ces enzymes liées à la membrane plasmique 
convertissent le CO2 en un acide carbonique (H2CO3). Celui-ci va se dissocier et l’entrée de 
HCO3- dans la cellule va permettre l’alcalinisation du milieu intra-cellulaire tout en acidifiant 
le milieu extra-cellulaire. 
 
De façon intéressante, même en condition normoxique, les cellules tumorales favorisent la 
production d’énergie via la glycolyse, elles sont donc capables de faire de la glycolyse 
aérobie (Brahimi-Horn et al., 2007b). Ce phénomène est nommé « effet Warburg » et les 
mécanismes moléculaires, qui en sont à l’origine, impliquent directement l’activité du 
complexe HIF-1, surexprimé dans de nombreux cancers. Les intérêts des cellules tumorales à 
favoriser la glycolyse sont multiples. En effet, elles sont ainsi capables de produire de 
l’énergie quelque soit la pression en oxygène et de participer à l’acidification de leur 
microenvironnement et ainsi faciliter l’invasion. Pour finir, le lactate produit par les cellules 
tumorales peut être métabolisé par les cellules stromales dans le cycle de Krebs. Ceci génère 
un microécosystème où cohabitent des systèmes anaérobie et aérobie, présentant des voies 
métaboliques complémentaires, afin de faciliter la survie et la croissance tumorale (Kroemer 
















Figure 7. Quelques exemples de régulation du métabolisme du glucose en hypoxie 
via le complexe HIF-1. LDH= Lactate Deshydrogenase; PDK1= Pyruvate 
Deshydrogenase Kinase; PDH= Pyruvate Deshydrogenase.
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iii. Régulation de la survie et de la prolifération cellulaire 
 
L’hypoxie et HIF-1 jouent un rôle dans l’induction de facteurs de croissance comme l’IGF-2 
(Insulin-like Growth Factor-2) et le TGFα (Transforming Growth Factor-α) (Feldser et al., 
1999; Krishnamachary et al., 2003). La liaison de ces facteurs à leurs récepteurs activent des 
voies de transduction du signal, MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) et PI3K 
(Phosphatidyl Inositol 3 Kinase), qui sont impliquées dans la prolifération et la survie 
cellulaire et stimulent l’expression de HIF-1 lui-même (Semenza, 2003). En effet, l’hypoxie 
va entraîner l’accumulation de HIF-1 dans la cellule, ce qui se traduit par une augmentation 
de la traduction des gènes cibles incluant l’IGF-2 et le TGFα. La signalisation cellulaire 
activée par ces molécules va permettre une augmentation de la biosynthèse de HIF-1α (Figure 
8) qui va à son tour réguler l’expression de ses gènes cibles, dont l’IGF-2 et le TGFα. 
Finalement, tout ceci contribue à la mise en place d’une signalisation autocrine, cruciale pour 
la progression tumorale (Figure 9). 
 
iv. Régulation de la mort cellulaire 
 
Paradoxalement, l’adaptation des cellules à l’hypoxie conduit non seulement à une 
augmentation de la survie et de la prolifération cellulaire mais également à la mort dans 
certaines circonstances. En effet, HIF-1 est impliquée dans l’apoptose dépendante de p53. Cet 
effet n’est pas lié à l’activité transcriptionnelle de HIF-1 mais plutôt au statut de 
phosphorylation de la sous-unité α du complexe. Sous la forme non phosphorylée, HIF-1α 
intéragit avec p53, ce qui induit la mort cellulaire, alors que sous forme phosphorylée, elle 
intéragit avec HIF-1β, induisant la survie (Suzuki et al., 2001). Cependant, les cellules 
tumorales ont développé des mécanismes afin d’échapper à la mort induite par HIF-1 en 
condition hypoxique, par exemple l’induction du gène IAP-2 (Inhibitor of apoptosis-2) par 
l’hypoxie de façon HIF-1 indépendante (Dong et al., 2001).  
 
A quel moment les cellules tumorales échappent-elles au programme apoptotique ? Au cours 
des stades précoces de l’hypoxie, l’agressivité des tumeurs est faible, c’est donc à ce moment 
là que les gènes pro-apoptotiques sont induits. Cependant, la pression de sélection exercée sur 
les cellules conduit à la survie de cellules pouvant échapper à l’apoptose. Ce processus de 
Figure 8. Régulation de la biosynthèse 
d’HIF-1α. Les facteurs de croisance lient 
leurs récepteurs et activent les voies 
MAPK et PI3K qui vont induire la 
transcription d’HIF-1α via la 
phosphorylation de la protéine 4E-BP1, ce 
qui lève l’inhibition de la protéine eIF-4E 
et permet l’initiation de la traduction. 
D’après Semenza GL, Nature Reviews
Cancer, 2003.
Figure 9. Implication de HIF-1 dans la 
signalisation autocrine des facteurs de 
croissance dans les cellules tumorales. 
L’hypoxie initie la signalisation en 
permettant la stabilisation de HIF-1. HIF-1 
va induire la transcription des facteurs de 
croissance IGF-2, TGFα. Leur liaison au 
niveau des récepteurs membranaires active 
les voies de signalisation MAPK et PI3K 
qui permettent d’augmenter la biosynthèse 
de HIF-1, ainsi le phénomène s’entretient. 
D’après Semenza GL, Nature Reviews
Cancer, 2003.
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sélection se poursuit dans les stades tardifs du développement tumoral favorisant les cellules 
les plus agressives. 
 
Dans les cellules tumorales en hypoxie, les mécanismes impliqués dans le choix entre la 
survie et la mort cellulaire ne sont pas encore élucidés. Cependant, la durée et la sévérité de 
cette hypoxie peut varier au sein des tumeurs, et le fait que le complexe HIF-1 soit impliqué 
dans l’induction de gènes pro et anti-apoptotiques peut expliquer en partie cette réponse. De 
plus, le microenvironnement peut jouer un rôle déterminant dans le choix survie/mort. Par 
exemple, La protéine BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B 19 KD-interacting protein 3), cible de 
HIF-1, est pro-apoptotique mais uniquement en l’absence de facteurs de croissance, en 
acidose ou en absence de glucose. De façon intéressante, le groupe de J. Pouysségur a montré 
que BNIP3 peut aussi protéger les cellules de la mort en induisant le processus d’autophagie. 
Leur modèle est le suivant : en condition d’hypoxie modérée, l’expression de BNIP3 est 
dépendante de HIF-1 et induit l’autophagie et la survie cellulaire ; en revanche en hypoxie 
plus sévère (< à 0.1 %) l’induction de l’autophagie est HIF-1 indépendante et conduit à la 
mort cellulaire (Mazure and Pouyssegur). 
 
4. Différents modes de régulation de HIF-1 
 
a) Régulation hypoxique de HIF-1 
 
i. Régulation de la stabilité de HIF-1α en hypoxie 
 
L’accumulation de la sous-unité HIF-1α du facteur de transcription HIF-1 constitue la 
première réponse moléculaire à la baisse de la pression en oxygène dans les cellules. Cette 
accumulation est importante et rapide au niveau protéique, alors que le messager de HIF-1α 
est constitutivement exprimé, quelque soient les conditions de pression en O2. Dans les 
cellules oxygénées normalement, la durée de vie de HIF-1α est extrêmement courte 
(inférieure à 5 minutes) et lorsque la disponibilité en O2 diminue cela induit une accumulation 







En 1997, une première étude a démontré que l’accumulation de la protéine HIF-1α en 
hypoxie n’était pas due à une induction de sa traduction mais à une inhibition de sa 
dégradation par la voie du protéasome (Salceda and Caro, 1997). Un an plus tard, le domaine 
de la protéine HIF-1α contrôlant sa dégradation par le protéasome a été identifié et nommé 
ODD pour Oxygen Dependent Degradation Domain (Huang et al., 1998). Ce domaine s’étend 
sur 200 acides aminés environ et c’est à son niveau que se produisent les modifications post-
traductionnelles qui régissent l’adressage de HIF-1α au protéasome. En effet en hypoxie, les 
prolines 402 et 564 sont hydroxylées par des prolylhydroxylases (PHDs). Ces modifications 
vont permettre la liaison de la protéine VHL à HIF-1α. Une fois liée, VHL forme avec les 
Elongines B et C et la Culline-2, un complexe qui présente une activité E3 ubiquitin ligase. 
Ce complexe va conduire à la polyubiquitination de la protéine HIF-1α et la diriger vers le 
protéasome où elle va être dégradée (Figure 10) (Tanimoto et al., 2000).  
 
i.2 Les PHD  
 
En 2001, les travaux menés par plusieurs équipes ont permis d’identifier une famille de 
prolylhydroxylases, conservées de C. Elegans à l’homme, capables de modifier HIF-1α 
(Bruick and McKnight, 2001; Epstein et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). Cette famille est 
constituée de trois membres : PHD1, PHD2 et PHD3. Les PHD nécessitent comme co-
substrat l’O2, c’est sur cette base qu’elles sont considérées comme les senseurs de l’oxygène. 
En normoxie et en présence de 2-oxoglutarate comme co-substrat, de fer ferreux (Fe2+) et 
d’ascorbate comme co-facteurs, les PHD vont hydroxyler les résidus Proline 402 et 564 
présents dans le domaine ODD de HIF-1α, dans un contexte LxxLAP. Au cours de la réaction 
d’hydroxylation, l’O2 est scindé en deux atomes, le premier est ajouté à une proline, pour 
former une hydroxyproline,  tandis que le deuxième est utilisé dans une réaction de 
décarboxylation convertissant le 2-oxoglutarate en succinate. Le Fe2+ permet d’activer l’O2 et 
l’ascorbate permet de réduire le fer ferrique (Fe3+), lié à l’enzyme après la décarboxylation, en 
fer ferreux (Fe2+) et ainsi de participer à sa réactivation (Berra et al., 2006).  
Les trois isoformes se distinguent par leur différence de localisation sub-cellulaire et par leur 
activité. En effet, la PHD1 est exclusivement nucléaire, la PHD2 est principalement 

















































Figure 10. Régulation de HIF-1 par les prolyl hydroxylases (PHD)
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entre noyau et cytoplasme (Berra et al., 2006). Par ailleurs, il a été démontré que 
l’hydroxylation de la proline 564 est assurée par les trois PHD, tandis que celle de la proline 
402 ne peut être réalisée que par PHD1 et PHD2. De plus, l’hydroxylation de cette dernière 
peut avoir lieu à des pressions en O2 inférieures à celles requises pour l’hydroxylation de la 
proline 564 (Chan et al., 2005). De nombreuses études ont tenté de comparer l’importance 
relative de ces trois PHD et même s’il est maintenant établi que les trois participent à 
l’hydroxylation de HIF-1α, la réponse à cette question reste floue (Appelhoff et al., 2004). 
Cependant, il a été clairement démontré que PHD2 joue un rôle prédominant afin de 
conserver un niveau bas de HIF-1α en normoxie. En effet, seule sa disparition (utilisation de 
siRNA) entraîne une accumulation de HIF-1α en normoxie (Berra et al., 2003). Ces résultats 
sont en accord avec ceux du groupe de P. Carmeliet qui a montré que seul le KO de PHD2 
chez la souris serait létal au niveau embryonnaire, tandis que les souris KO pour PHD1 ou 
PHD3 ne présenteraient pas d’anomalies particulières (Berra et al., 2006).   
L’expression des PHD est régulée au sein des cellules hypoxiques en effet, les gènes codants 
pour les PHD2 et PHD3 possèdent en amont des séquences HRE (Berra et al., 2001a; del Peso 
et al., 2003). Ceci participerait au rétro-contrôle négatif de HIF-1α en hypoxie prolongée. De 
plus, l’activité des PHD est également régulée et notamment, par l’accumulation du succinate, 
produit de la réaction d’hydroxylation, qui joue un rôle dans leur inhibition. En effet, ce 
produit est  métabolisé par la succinate déshydrogénase et donc en absence de cette enzyme ce 
produit s’accumule et conduit à l’inhibition des PHD (Selak et al., 2005). Le rôle des espèces 
réactives de l’O2 (ROS) dans le contrôle de l’activité des PHD et donc de la stabilité d’HIF-
1α est aussi important. En effet, une étude menée par le groupe de F. Mechta-Gregoriou a 
montré que l’inactivation de JunD, membre du facteur de transcription AP-1, favorise 
l’accumulation de ROS et notamment du peroxyde d’hydrogène (H2O2). Cet  H2O2 réagit avec 
l’ion ferreux Fe2+ pour produire du fer ferrique Fe3+, ce qui réduit la disponibilité en Fe2+ et 
par conséquent, inhibe l’activité enzymatique des PHD. Ainsi, JunD protège les cellules du 
stress oxydatif en prévenant l’accumulation d’H2O2 ce qui permet aux PHD d’hydroxyler 
HIF-1α et donc d’induire sa dégradation (Gerald et al., 2004). Ce mécanisme de régulation 
des PHD, indépendant de l’oxygène, constitue une seconde voie de stabilisation de HIF-1α 
complémentaire de celle impliquant l’O2 mais faisant intervenir les même acteurs 
moléculaires. Cette voie semble être aussi importante pour la synthèse d’insuline par les 
cellules β du pancréas (Laurent et al., 2008). 
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i.3 La protéine VHL 
 
La protéine VHL (Von Hippel Lindau) est un suppresseur de tumeur, retrouvée mutée dans la 
moitié des cas de carcinomes à cellules rénales (CCR). Elle est codée par un gène de 3 exons. 
L’exclusion du second exon conduit à la coexistence de deux isoformes d’épissage alternatif. 
La protéine codée par ce messager n’a pas de fonction suppresseur de tumeur, ce qui souligne 
l’importance de l’exon 2 dans cette fonction, exon retrouvé muté dans 45 % des cas de CCR 
liés à la mutation de VHL (Gnarra et al., 1994). La traduction de l’ARN messager pleine taille 
peut être initiée au niveau de deux codons d’initiations, donnant naissance à deux protéines de 
poids moléculaires différents, VHL30 et VHL19. Ces deux isoformes sont biologiquement 
actifs, ils peuvent donc lier les Elongines B et C, induire la dégradation de HIF-1α et 
possèdent une activité suppresseur de tumeur. VHL30 et VHL19 présentent des localisations 
nucléaires différentes, la première étant cytoplasmique et la seconde étant également répartie 
entre noyau et cytoplasme (Iliopoulos et al., 1998). L’équipe de J. Pouysségur a en effet 
montré que HIF-1α n’est pas protégé de la dégradation de par sa localisation nucléaire. Sa 
dégradation opère aussi bien quand l’export de HIF-1α est inhibé par un traitement à la 
leptomycine B en condition de réoxygénation, que lorsqu’une protéine HIF-1α chimère et 
exclusivement cytoplasmique est exprimée (Berra et al., 2001b). Les fonctions de ces deux 
isoformes étant identiques, ils sont regroupés sous l’appellation VHL, sans distinction de 
taille. 
Avec les Elongines B et C, RBX-1 et la culline-2, VHL forme un complexe présentant une 
activité E3 ubiquitine ligase. En normoxie, HIF-1α va être hydroxylé au niveau des prolines 
en position 402 et 564. La protéine VHL va alors reconnaître ces modifications par 
l’intermédiaire de son domaine β, son domaine α interagissant directement avec l’Elongin C. 
Le complexe Elongines B-C va servir d’ancrage au complexe comportant les protéines 
Culline-2 et RBX-1 (Figure11). Ce second module est nécessaire et suffisant pour permettre 
la conjugaison de l’ubiquitine sur HIF-1α (Kamura et al., 2000). La protéine HIF-1α une fois 
polyubiquitinylée va être adressée au protéasome pour y être dégradée. 
Avant de découvrir le rôle de VHL dans le contrôle de la stabilité de HIF-1α, la réalisation 
d’un KO chez la souris avait mis en évidence une létalité embryonnaire entre les stades E10.5 
et E12.5, en raison d’une vasculogenèse défectueuse et une hémorragie placentaire, soulignant 
son aspect essentiel dans la viabilité et le développement vasculaire (Gnarra et al., 1994). 
 
Figure 11. Le complexe VHL. Adapté de Kaelin WG, Nature Reviews Cancer, 2002.
RBX-1
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i.4 Les HDAC 4 et 6 
 
Trois mécanismes connus régulent la structure de la chromatine : les facteurs de remodelage 
ATP dépendant, le remplacement d’histones ou de variants d’histones et les modifications 
covalentes sur la chromatine. Les modifications covalentes au niveau de la chromatine 
peuvent avoir lieu sur l’ADN et sur les histones. Bien que l’ADN ne soit essentiellement 
modifié que par la méthylation des cytosines, les histones sont des cibles pour l’acétylation, la 
méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitinylation et l’ADP-ribosylation (Berger, 2001). 
Parmi ces modifications, l’acétylation est une marque importante dans la cellule car elle 
influence la conformation de la chromatine, la faisant passer à un état relâché, permissif pour 
la transcription. L’état d’acétylation des histones est contrôlé par une action antagoniste de 
deux familles d’enzymes : les Histones Acétyl Transférases (HAT) et les Histones 
Déacétylases (HDAC), ces dernières catalysant l’hydrolyse du groupement acétyle transféré 
par les HAT.  
Les protéines HDAC4 et HDAC6 appartiennent à la catégorie des Histones Désacétylases de 
classe II, connues pour faire la navette entre le noyau et le cytoplasme dans différentes voies 
de transduction du signal. 
Une étude parue en 2006 suggère que les protéines HDAC4 et HDAC6 sont des régulateurs 
positifs de la stabilité de HIF-1α, par une voie indépendante de pVHL, ce mécanisme étant 
retrouvé dans des cellules de carcinomes rénaux VHL déficientes. L’association de ces deux 
protéines avec HIF-1α conduirait à l’accumulation d’une forme de HIF-1α-acétylée non 
dégradable par le protéasome (Qian et al., 2006). 
 
ii. Régulation de l’activité transcriptionnelle de HIF-1 en 
hypoxie 
 
Une fois stabilisé, HIF-1α est transporté dans le noyau grâce à son signal de localisation 
nucléaire situé en position carboxy-terminale. Une fois dans le noyau, la sous-unité HIF-1α 
va s’associer avec HIF-1β pour former l’hétérodimère HIF-1. Ce dernier va alors se fixer au 
niveau des séquences HRE situées dans les promoteurs ou dans les séquences « enhancer » 
des gènes dont il va induire la transcription, c’est à ce niveau que son activité 





Les protéines p300 et CBP (CREB-Binding protein) possèdent une activité histone acétyl-
transférase (HAT) et sont présentes de manière ubiquitaire dans le noyau. Elles fonctionnent 
comme des co-activateurs transcriptionnels et sont impliquées dans divers processus 
cellulaires comme la réparation de l’ADN, le cycle cellulaire, la différenciation et l’adhésion 
cellulaire. Bien que ces deux protéines soient issues de gènes différents, les analyses 
moléculaires ont permis d’établir qu’elles ne présentaient pas seulement des fonctions 
communes mais également une tâche unique dans certains processus biologiques (Chan and 
La Thangue, 2001).  
Une des fonctions principales du complexe p300/CBP est donc de permettre la transcription 
de gènes en servant de co-facteurs. Comment ? Soit en servant de « pont » entre la machinerie 
basale de transcription et le facteur de transcription, soit en permettant l’assemblage de 
complexes protéiques multiples, soit en permettant une meilleure accessibilité de l’ADN aux 
facteurs de transcription, de part leur fonction HAT (Figure 12) (Chan and La Thangue, 
2001). 
Concernant la régulation de l’activité transcriptionnelle de HIF-1, p300/CBP se lient au 
domaine C-TAD de HIF-1α et augmente ainsi l’activité transcriptionnelle du complexe, via 
leur activité HAT, selon le troisième modèle présenté ci-dessus. En effet, l’inhibition de 
l’intéraction p300/CBP avec HIF-1 diminue fortement l’expression des gènes induits par 
l’hypoxie (Kung et al., 2000). Une autre étude a pu montré que p300/CBP augmentait 





FIH-1 (Factor inhibiting HIF) est une protéine exprimée de façon ubiquitaire, appartenant 
comme les PHDs à la superfamille des dioxygénases dépendantes du 2-oxoglutarate et du fer 
ferreux (Fe2+). Ainsi en normoxie et en présence de ces deux co-subtrats et co-facteurs, FIH-1 
hydroxyle le domaine C-TAD au niveau du résidu asparagine 803 (Figure 13) (Lando et al., 
2002b). Cette hydroxylation suffit à inhiber l’activité de transcription de HIF-1 en inhibant la 
liaison de p300/CBP (Lando et al., 2002a). La seule mutation de l’asparagine 803 est 
suffisante pour activer constitutivement le domaine C-TAD, quelle que soit la pression en 
oxygène (Lando et al., 2002b). De plus, la fonction inhibitrice de la protéine FIH-1 a été 
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validée en induisant alternativement sa surexpression ou sa sous-expression. Cette stratégie 
conduit respectivement à une diminution ou une augmentation de l’expression des gènes 
cibles de HIF-1 (Stolze et al., 2004).  
 
L’activité transcriptionnelle du complexe HIF-1 est régulée par les deux domaines de 
transactivation N-TAD et C-TAD, présentant des spécificités différentes. Comme nous 
venons de le voir en normoxie, FIH-1 hydroxyle le domaine C-TAD du complexe HIF-1, 
conduisant à l’inhibition de l’activité de ce dernier. Cependant, l’affinité des PHDs pour 
l’oxygène étant supérieure à celle de FIH-1, celles-ci se retrouvent inactivées plus rapidement 
que FIH-1 lorsque la pression en oxygène diminue. Donc au sein d’une tumeur, l’hypoxie 
étant progressive, les PHD vont se trouver inactivées avant FIH-1 conduisant à une 
accumulation de HIF-1 mais avec un blocage du domaine C-TAD. Cependant dans ces 
conditions, le domaine N-TAD étant fonctionnel, ce dernier va permettre d’augmenter la 
transcription de gènes qui lui sont spécifiques. En se dirigeant vers le centre de la tumeur, le 
niveau d’oxygène va continuer à diminuer, les cellules vont se retrouver dans un 
environnement d’hypoxie sévère et cela va conduire à l’inactivation de FIH-1 en plus des 
PHDs, permettant ainsi l’expression des gènes nécessitant à la fois l’activité N-TAD et C-
TAD (Figure 14) (Brahimi-Horn and Pouyssegur, 2006; Dayan et al., 2006). Ce mécanisme 
de régulation de l’activité de HIF-1 conditionne l’expression de gènes cibles spécifiques de la 




La protéine HDAC7 (Histone Désacétylase 7) est une Histone Désacétylase de classe II 
décrite comme interagissant avec HIF-1α au niveau de la région qui s’étend des acides aminés 
735 à 785. Cette interaction a été identifiée par la technique du double hydride (Kato et al., 
2004). Alors qu’en normoxie, HDAC7 est cytoplasmique, elle est nucléarisée en hypoxie avec 
HIF-1α. La liaison d’HDAC7 à HIF-1α n’empêche pas la liaison de p300. Contrairement aux 
HDAC4 et 6, que nous avons vu précédemment comme interagissant avec HIF-1α et régulant 
sa stabilité, l’intéraction d’HDAC7 avec le complexe HIF-1/p300 permet d’augmenter 
l’activité transcriptionnelle du complexe HIF-1 et ainsi d’augmenter la transcription des gènes 
cibles. Cependant, l’interaction d’HDAC7 avec HIF-1α n’a pas été retrouvée dans l’étude, 
portant sur l’interaction d’HDAC4 et 6 et utilisant les cellules de carcinomes rénaux VHL 
Figure 12. Régulation de la transcription par p300/CBP. (A) Modèle du « pont », 
p300/CBP connecte la machinerie de transcription au facteur de transcription. (B) 
p300/CBP permet l’assemblage de complexes protéiques multiples. (C) p300/CBP de 
part sa fonction HAT, améliore l’accessibilité de l’ADN aux facteurs de transcription. 
D’après Chan et La Thangue, Journal of Cell Science, 2001.
Figure 13. Mécanismes intégrés de contrôle de la stabilité et de l’activité
transcriptionnelle du complexe HIF-1. D’après C. Brahimi-Horn et J. Pouysségur, 
Bulletin du Cancer, 2006.
Figure 14. Activation séquentielle des domaines N-TAD et C-TAD en fonction du 
gradient hypoxique. D’après C. Brahimi-Horn et J. Pouysségur, Bulletin du Cancer, 
2006.
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déficientes (Qian et al., 2006). Ceci peut se concevoir dans le sens où, l’interaction de HIF-1α 
avec les différents isoformes d’HDAC peut varier selon le type de tumeur et la pression en 
oxygène. De plus, il se peut qu’il existe des mécanismes compensatoires ou redondant dans la 
modulation de HIF-1α par les différents isoformes d’HDAC. 
 
b) Régulation de HIF-1α par des signaux non hypoxiques 
 
L’accumulation physiologique de la sous-unité HIF-1α ne s’observe pas que dans des 
conditions de faible pression en oxygène. Cependant, les recherches se sont focalisées sur 
l’étude des voies de régulation de HIF-1α en hypoxie. Or les exemples cités ci-dessous, 
illustrent en partie le fait que la régulation de la stabilité voire de l’expression et de l’activité 




La protéine Hsp90 (Heat Shock Protein) appartient à une famille de protéines chaperonnes à 
activité dépendante de l’ATP, indispensables au bon repliement des protéines ainsi qu’à 
l’activation et la régulation d’un ensemble important de protéines de la signalisation et de la 
régulation cellulaire chez les eucaryotes. Parmi ces protéines on retrouve deux grandes 
catégories, les protéines kinases et les facteurs de transcription (pour revue (Arrigo, 2005)). 
Lors d’un choc thermique ou tout type de stress physique (choc osmotique, pH…etc) les 
protéines vont subir une dénaturation. C’est à ce moment là qu’interviennent les Hsp qui vont 
participer au bon repliement de ces protéines et ainsi prévenir la formation de structures 
protéiques incorrectes. Etant donné l’importance de la tâche accomplie par ces protéines et 
notamment par Hsp90, cette protéine est exprimée de façon constitutive et ubiquitaire. 
L’interaction de Hsp90 et HIF-1α a été décrite pour la première fois en 1996 (Gradin et al., 
1996). Cette interaction se fait au niveau des domaines bHLH-PAS de HIF-1α en N-terminal 
dans le cytoplasme des cellules et uniquement en nomoxie (Minet et al., 1999). Elle permet de 
réguler positivement la stabilité de HIF-1α en inhibant sa dégradation via une voie 
dépendante du protéasome mais indépendante de pVHL, faisant donc intervenir une autre E3-
ubiquitin ligase. Ce mécanisme a été confirmé par l’utilisation d’inhibiteurs de Hsp90, la 
geldanamycine ou le 17-AAG (17-allyaminogeldanamycine) en présence desquels une 
dégradation de HIF-1α est observée (Isaacs et al., 2002). De plus, une étude de ce même 
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groupe a montré que le domaine d’interaction entre Hsp90 et HIF-1α est le même que celui 
permettant l’interaction entre HIF-1α et HIF-1β. HIF-1β stabiliserait HIF-1α par la même 
voie que Hsp90. En revanche, il n’est pas capable de protéger HIF-1α de la dégradation 
initiée par VHL. Il y a donc une balance entre ces deux complexes Hsp90/ HIF-1α et HIF-1β/ 




La protéine RACK1 (Receptor of Activated protein Kinase C 1) a initialement été identifiée 
comme partenaire de la PKC (Protein Kinase C), interagissant avec elle et permettant son 
activation. RACK1 est une protéine servant « d’échafaudage » qui interagit de façon 
simultanée avec plusieurs molécules de signalisation, comme les protéines kinases ainsi que 
les récepteurs liés aux membranes. De façon intéressante, RACK1 est aussi un constituant de 
la sous-unité 40S du ribosome. RACK1 permet donc le recrutement de la PKC au niveau du 
ribosome, conduisant à la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction, eIF6, elle 
fait donc le lien entre les voies de signalisation et la machinerie de traduction (Nilsson et al., 
2004). 
En 2007, une étude a montré que RACK1 interagit avec HIF-1α au niveau de son domaine 
PAS-A en normoxie et active sa dégradation par une voie dépendante du protéasome mais 
indépendante de VHL (Liu et al., 2007). Dans cette même étude, les auteurs démontrent que 
RACK1 et Hsp90 sont en compétition pour la liaison du domaine PAS-A de HIF-1α et que la 
dégradation de HIF-1α induite par le traitement au 17-AAG, inhibiteur de Hsp90, est inhibée 
en absence de RACK1. Les rôles respectivement destructeur et protecteur de HIF-1α font du 
couple RACK1 et Hsp90 un régulateur important de la stabilité de HIF-1α en normoxie (Liu 
and Semenza, 2007). Cette étude montre également que RACK1 interagit avec l’Elongin C et 
active la dégradation de HIF-1α, elle est donc l’E3 ubiquitine ligase qui faisait défaut dans 
l’étude de J. Isaacs (Isaacs et al., 2002) (Figure 15). 
 
iii. Les facteurs de croissance 
 
La stimulation des cellules par certains facteurs de croissance et cytokines, parmi lesquels 
l’EGF (Epidermal Growth Factor), le FGF-2 (Fibroblaste Growth Factor-2), l’Heregulin 
(HER2neu), l’insuline, les IGF-1 et 2 (Insulin-like Growth Factor) et l’IL1β (Interleukine 1β) 
Figure 15. Résumé des différents modes de régulation de la stabilité de HIF-1 α et 
de l’activité transcriptionnelle du complexe HIF-1 en hypoxie et en normoxie. 
D’après Ye V. Liu et G. Semenza, Cell Cycle, 2007.
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induit l’expression de HIF-1α et régule son activité de liaison à l’ADN, conduisant à la 
régulation des gènes cibles de HIF-1, en condition non hypoxique (pour revue (Semenza, 
2002). La liaison de ces ligands à leur récepteurs à activité tyrosine kinase active des voies de 
signalisation intracellulaires parmi lesquelles, la voie PI3K/AKT (Protein Kinase B)/mTOR 
(Mammalian Target of Rapamycin) ainsi que la voie des MAPK (cf. Figure 8). La liste des 
exemples présentés ci-dessous n’est pas exhaustive mais permet d’illustrer le contrôle de 
l’expression de HIF-1α et de l’activité de HIF-1 par les voies de signalisation induites par 
l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase, en condition normoxique (Figure16). 
 
Une étude menée par le groupe de G. Semenza en 2001 a permis d’établir que la stimulation 
du récepteur à activité tyrosine kinase, HER2, par l’Heregulin conduisait à une augmentation 
de la traduction de HIF-1α par la voie PI3K/AKT/mTOR. Ce mécanisme a été confirmé par 
l’utilisation d’inhibiteurs dirigés contre la PI3K (wortmannin ou LY294002) ou mTOR 
(Rapamycine) (Laughner et al., 2001). Cependant une autre étude, menée sur des modéles 
cellulaires présentant une activation constitutive de la voie PI3K/Akt, a démontré que cette 
voie permettait l’augmentation de la traduction de HIF-1α selon un modèle indépendant de 
mTOR. En effet l’inhibition de mTOR, par la rapamycine ou la transfection de siRNA, n’a 
pas d’effet sur l’accumulation de HIF-1α, contrairement à ce qui est observé en présence d’un 
inhibiteur de la PI3K, le LY294002, ou de siRNA dirigés contre Akt (Pore et al., 2006).  
Les récepteurs à activité tyrosine kinase induisent aussi des voies de signalisation conduisant 
à l’activation des protéines constituant la voie des MAPK. En effet en  1999, le groupe de J. 
Pouysségur a mis en évidence une phosphorylation de HIF-1α par les protéines ERK1 et 
ERK2 (aussi appelées p42/p44 MAPK). En effet, cette phosphorylation est retrouvée suite à 
l’activation constitutive de ERK1 et 2 dans des cellules de hamster, par transfection stable de 
la protéine RAF-1 (placée en amont des p42/p44 MAPK dans la signalisation). La 
phosphorylation de HIF-1α  est impliquée dans l’augmentation de l’activité transcriptionnelle 
du complexe HIF-1α (Richard et al., 1999). En 2006, les sites de phosphorylation sur HIF-1α 
ont été identifiés par spectrométrie de masse, ils concernent les sérines 641 et 643 et sont 
impliqués dans l’accumulation nucléaire de HIF-1α et l’activité transcriptionnelle de HIF-1 
(Mylonis et al., 2006). 
Enfin, le dernier exemple implique la voie DAG (Diacylglycérol)/PKC. En effet, la 
stimulation de cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) par l’angiotensin II permet 



























Figure 16. L’expression HIF-1α et l’activité du complexe HIF-1 sont régulés par 
les voies de signalisation initiées par les facteurs de croissance en normoxie.
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iv. Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
 
Dans les circonstances normales, des radicaux libres (ROS) sont produits en permanence en 
faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions énergétiques ou 
de défense. La balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que 
ce soit par déficit en antioxydants ou à la suite d’une surproduction de radicaux, il y a 
apparition du « stress oxydant », pouvant causer, entre autres, des dommages au niveau de 
l’ADN, l’oxydation des protéines et la péroxydation des lipides. Une des principales espèces 
chimiques dangereuses produites à partir de l’oxygène est l’ion superoxyde (O2.-), généré par 
des enzymes spécialisées, comme la NADPH oxydase, ou comme produit du métabolisme, 
particulièrement de la chaîne mitochondriale. La production physiologique de ces radicaux est 
donc parfaitement maîtrisée par des systèmes de défense, ces systèmes étant par ailleurs 
adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. Parmi ces systèmes de défense 
endogènes nous trouvons la superoxyde dismutase (SOD), qui produit du peroxyde 
d’hydrogène (H2O2), espèce également réactive mais éliminée par la glutathion peroxydase 
(GPX) et la catalase (Figure 17) (Kietzmann and Gorlach, 2005). De façon intéressante, de 
nombreux stimuli non-hypoxiques parmi lesquels, les facteurs de croissance, les hormones 
ainsi que les peptides vasoactifs, pouvant induire l’expression de  HIF-1α en normoxie, sont 
impliqués dans la génération des ROS. Les exemples développés ci-dessous sont utilisés pour 
illustrer le rôle des ROS, générés par ces voies de signalisation, dans le contrôle de HIF-1α en 
normoxie. Cependant, ils constituent une liste non exhaustive de toutes les études qui ont 
tenté de mieux comprendre ces mécanismes. 
 
Ainsi, la stimulation de cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) par l’angiotensin II 
permet d’augmenter la traduction de HIF-1α par un mécanisme dépendant de l’activation de 
la voie PI3K par les ROS. En effet, l’augmentation de la traduction de HIF-1α disparaît lors 
du traitement des cellules à la catalase et par des inhibiteurs de la PI3K et de mTOR (Page et 
al., 2002). De même, la signalisation initiée par la thrombine au niveau de cellules VSM est 
impliquée dans l’augmentation de l’accumulation de HIF-1α via la production de ROS par la 
NADPH oxydase, cet effet étant inhibé par la transfection des cellules par un oligonucléotide 
anti-sens dirigé contre sa sous-unité p22phox (Gorlach et al., 2001). 
Figure 17. Voies principales de générations des espèces réactives de l’oxygène et 
de leur métabolisme. D’après RJ. Aitken et SD. Roman, Advances in Experimental 
Medicine and Biology, 2008.
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Les facteurs de croissance comme l’EGF et l’insuline sont également impliqués dans 
l’augmentation de la traduction de HIF-1α. En réponse au traitement de cellules de cancer des 
ovaires à l’EGF, la voie PI3K/Akt est activée et permet d’augmenter l’expression de HIF-1α 
via l’activation de la protéine p70S6K1 (Figure 16). Cet effet est dépendant de la production 
d’H2O2 induit par le traitement à l’EGF, comme le montre la réversion du phénomène en 
réponse au traitement à la catalase (Liu et al., 2006). En réponse au traitement à l’insuline 
d’une lignée de cancer de la prostate (PC-3), l’augmentation de l’expression de HIF-1α est 
aussi lié à l’accumulation d’H2O2 (annulée par le traitement à la catalase). Le peroxyde 
d’hydrogène accumulé en réponse à l’insuline est impliqué dans la phosphorylation de la 
protéine p70S6K1 et permet ainsi de réguler l’expression de HIF-1α. Cette mode de 
régulation est indépendante d’Akt mais dépendant des MAPK ERK (Zhou et al., 2007). 
Enfin, le groupe d’A. Görlach a montré, dans une étude parue en 2007, que la génération de 
ROS suite au traitement à la thrombine, de cellules musculaires lisses de l’artère pulmonaire 
(PASMC), était dépendante de l’homologue NOX4 de la NADPH oxydase et était impliquée 
dans l’activation du facteur de transcription NFκB. NFκB permet ensuite de réguler la 
transcription de HIF-1α (Bonello et al., 2007). 
 
Tous ces exemples illustrent bien le fait que la génération de ROS affecte la voie HIF-1. Une 
meilleure connaissance des voies de signalisation impliquées dans ce processus pourrait 
permettre de limiter l’activité du « système HIF-1 » et donc être bénéfique pour le traitement 
ou la prévention de processus pathologiques associés à l’augmentation du niveau de HIF-1α.   
 
5. Cibler l’hypoxie et HIF-1 en thérapeutique anti-tumorale 
 
La découverte de la présence de zones hypoxiques au sein des tumeurs est reconnue depuis 
plus de 50 ans. Cette hypoxie est un facteur de mauvais pronostic (cf partie I.2. sur l’hypoxie 
tumorale). Plusieurs approches thérapeutiques ont donc été proposées, parmi lesquelles, 
l’utilisation de pro-drogues activées par l’hypoxie, utilisées en combinaison avec les 
radiations et la chimiothérapie, et l’utilisation de bactéries recombinantes anaérobies, 
impliquées dans l’activation de pro-drogues ou dans le « relarguage » de drogues de façon 
spécifique, dans les zones hypoxiques (Melillo, 2007). La découverte de HIF-1 comme le 
régulateur central de la réponse à l’hypoxie a modifié les perspectives concernant le ciblage 
de l’hypoxie en thérapeutique anti-tumorale. La recherche d’inhibiteurs ciblant directement le 
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facteur de croissance représentant une lourde tâche, deux stratégies se sont alors imposées : 
l’une portant sur l’inhibition des voies de signalisation en amont de HIF-1, et conduisant à son 
activation, l’autre concernant l’inhibition des cibles en aval de HIF-1. Néanmoins, les travaux 
afin d’identifier des petites molécules inhibitrices ciblant directement HIF-1 ont été 
poursuivies. Voici quelques exemples de molécules identifiées à ce jour (Figure 18). 
 
a) Inhibiteurs des voies de signalisation en amont de HIF-1 
 
Plusieurs nouveaux médicaments anticancéreux ciblant des voies spécifiques se sont avérées 
posséder un potentiel anti-angiogénique de part leur capacité à inhiber l’activité de HIF-1. En 
effet, nous avons vu que les facteurs de croissance sont impliqués dans l’augmentation de la 
traduction de HIF-1α par l’intermédiaire de la voie PI3K/Akt/mTOR. Nous citerons donc 
parmi ces inhibiteurs : les inhibiteurs du récepteur à l’EGF, le Gefitinib, l’Erlotinib, le 
Cetuximab, l’Herceptin, inhibiteur de l’Heregulin, ainsi que des inhibiteurs de mTOR, la 
rapamycine, le temsilorimus et l’everolimus (ces deux derniers prenant part à des essais 
cliniques) qui fonctionnent tous via l’inhibition de la traduction de HIF-1α mTOR dépendante 
(Melillo, 2007; Semenza). 
 
b) Molécules inhibant l’accumulation de la protéine HIF-1α 
 
Les niveaux d’expression de la protéine HIF-1α sont déterminés par la synthèse protéique, 
contrôlée en partie par la voie PI3K/Akt/mTOR, et par le taux de dégradation, contrôlé en 
partie par le système VHL/ubiquitin/protéasome. De petites molécules inhibant 
l’accumulation de HIF-1α ont donc été développées et  certaines prennent actuellement part à 
des essais cliniques à différentes phases, en voici des exemples. 
Le topotecan induit la stabilisation de la Topoisomérase I sur l’ADN et possède de ce fait une 
activité cytotoxique via l’induction de dommages à l’ADN. Cette molécule s’est montrée 
efficace dans l’inhibition de l’accumulation de HIF-1α par une voie dépendante du 
protéasome (Rapisarda et al., 2004). Le 2-methoxyestradiol (2ME2), inhibiteur de la 
polymérisation des microtubules, modifie l’expression de HIF-1α en inhibant sa traduction 
mais également sa translocation nucléaire (Mabjeesh et al., 2003). Les inhibiteurs de Hsp90 
comme la geldanamycin ou ses dérivés, le 17-AAG et le 17-DMAG se montrent efficaces 
dans l’induction de la dégradation de HIF-1α par une voie dépendante du protéasome (Isaacs 
Figure 18. Cibles possibles pour d’inhiber HIF-1α. D’après G. Melillo, Cancer 
Metastasis Review, 2007.
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et al., 2002). L’inhibition des HDAC de classe II diminue l’expression et l’activité de HIF-1α 
(Qian et al., 2006).  
 
c) Inhibiteurs de l’activité de liaison à l’ADN de HIF-1 
 
Le facteur de transcription HIF-1 exerce son activité via la liaison d’une séquence spécifique 
HRE située dans les promoteurs des gènes cibles. La liaison à l’ADN est conditionnée par le 
domaine bHLH situé en N-terminal de HIF-1α et HIF-1β. Une stratégie pourrait donc reposer 
sur l’inhibition de l’interaction HIF-1/ADN. Des molécules sont donc développées dans ce 
sens. Par exemple, des polyamides synthétiques ont été élaborés afin d’inhiber l’interaction 
HIF-1α/ HIF-1β/ADN. De plus, le groupe de G. Melillo a identifié par criblage une molécule, 
l’echinoycine, capable de modifier de façon spécifique l’interaction HIF-1/ADN (Kong et al., 
2005; Melillo, 2007). 
 
d) Inhibiteurs de l’activité transcriptionnelle de HIF-1 
 
La dernière stratégie, afin d’inhiber la voie HIF-1, repose sur l’inhibition directe de l’activité 
transcriptionnelle du complexe. Ainsi, la chetomine modifie l’interaction HIF-1/p300, en 
modifiant la structure tertiaire du domaine d’interaction situé sur p300 (Kung et al., 2004).  
 
Figure 19. Motifs communs aux 6 PI3KKs. D’après Y. Shiloh, Nature Reviews
Cancer, 2003.
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II. Les PI3 Kinase-like Kinases ou PI3KKs 
 
1. Présentation et structure des PI3KKs 
 
Les PI3KKs (Phosphatidyl Inositol-3 Kinase-like Kinase) sont une famille de protéines de 
signalisation jouant un rôle central dans le contrôle de la croissance cellulaire, l’expression 
génique et la surveillance et la réparation du génome dans les cellules eucaryotes. Les cellules 
de mammifères expriment 6 PI3KKs, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia 
Telangiectasia and Rad3-related), la DNA-PK (DNA-dependent protein kinase), mTOR 
(Mammalian Target of Rapamycin), hSMG-1 (human Suppressor of Morphogenesis in 
Genitalia-1 ou ATX) et enfin la protéine TRRAP (transfromation/ transcription domain 
associated protein). A l’exception de cette dernière, toutes ces PI3KKs sont des protéines 
kinases actives (Abraham, 2004). ATM et ATR sont impliquées dans l’activation des points 
de contrôle du cycle cellulaire, en réponse à des dommages de l’ADN ou à un stress réplicatif. 
La fonction principale de la DNA-PK est de participer à la réparation des cassures doubles 
brins de l’ADN (CDBs) par la jonction d’extrémités non homologues (JENH ou Non 
Homologous End Joining/NHEJ). mTOR coordonne la synthèse protéique, la croissance et la 
prolifération cellulaire. La protéine hSMG-1 joue un rôle dans la surveillance des ARN 
messagers par un mécanisme appelé NMD (Non Mediated Decay). Enfin, TRRAP semble 
avoir sacrifié son rôle de kinase de signalisation au profit d’un rôle plus spécialisé dans 
l’assemblage de complexes coactivateurs de la transcription.  
Les PI3KKs sont des protéines dont le poids moléculaire est élevé. En effet, il varie entre 300 
kDa pour mTOR et 460 kDa pour la DNA-PK. Elles possèdent toutes un domaine catalytique 
présentant des homologies avec le domaine catalytique de la PI3K (Phosphatidyl Inositol-3 
Kinase). Le domaine catalytique est encadré par un domaine FAT en N-terminal (de 500 
acides aminés) et un domaine FATC en C-terminal (de 35 acides aminés). La partie N-
terminale est quand à elle constituée de nombreuses répétitions de motifs HEAT (Huntingtin, 
Elongation factor 3, A subunit of protein phosphatase 2A, and TORI), allant de 40 à 54 
répétitions (Figure 19). 
 
a) Le domaine PI3KK 
 
Ce domaine catalytique est celui qui définit l’appartenance à la famille des PI3K-like Kinase. 
En effet, il présente une forte homologie de séquence, en particulier au niveau du site de 
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liaison à l’ATP entre les différents membres de la famille des PI3KK et des PI3K. En 
revanche, les PI3KKs ne possèdent pas d’activité « lipide kinase » contrairement à la PI3K. 
C’est pour cette raison qu’elles sont qualifiées « d’analogues de PI3K » (Hunter, 1995). Seule 
TRRAP ne possède aucune activité de phosphorylation malgré la présence du domaine 
catalytique. Les PI3KKs phosphorylent en particulier des résidus serine (Ser) ou thréonine 
(Thr) et 4 des 5 membres possédant une activité kinase (ATM, ATR, DNA-PK et hSMG-1) 
reconnaissent le motif Ser/Thr-Gln (S/T-Q) in vitro et in vivo. La cinquième kinase, mTOR, 
ne modifie pas préférentiellement ce motif mais un motif appelé TOS motif (TOR signaling). 
Schalm a montré que les séquences FDIDL  (Phe-Asp-Ile-Asp-Leu) et FEMDI (Phe-Glu-met-
Asp-Ile) permettaient la reconnaissance et la phosphorylation par mTOR de S6K1 et 4E-BP1 
respectivement. En effet, la mutation du premier empêche la phosphorylation et l’activation 
de S6K1 de la même manière que lors d’un traitement à la rapamycine (Schalm and Blenis, 
2002). 
 
b) Les domaines FAT et FATC 
 
La fonction exacte du domaine FAT est peu connue mais des expériences de mutagenèse, 
réalisées sur les protéines mTOR et ATR, indiquent que le domaine FATC est critique pour 
l’activité kinase des PI3KKs. Une des hypothèses retenue par le groupe d’Abraham est que les 
domaines FAT et FATC interagiraient avec la structure tridimensionnelle de l’extrémité C-
terminale des protéines et permettraient ainsi la bonne conformation du domaine catalytique, 
permettant la liaison de l’ATP et la phosphorylation du substrat (Abraham, 2004). 
 
c) La partie N-terminale 
 
Le domaine N-terminal peut être supérieur à 1500 acides aminés et est composé en majorité 
de domaines HEAT. Ces répétitions permettent les interactions protéine-protéine et donc aux 
PI3KKs d’interagir avec leurs partenaires ainsi que leurs cibles. En effet, cela est illustré par 
le fait que la protéine Raptor, partenaire de mTOR, est impliquée dans sa régulation via la 
liaison aux domaines HEAT et la présentation des substrats au domaine catalytique (Hara et 
al., 2002). De plus, les domaines d’interaction protéine-protéine étant très éloignés du 
domaine catalytique en structure primaire, ce domaine N-terminal permet à la protéine 
d’adopter une conformation en super-hélice et ainsi de les juxtaposer en structure tertiaire 
(Abraham, 2004).  
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d) Inhibiteurs des PI3KKs 
 
L’inhibiteur le plus connu de la famille des PI3KK est la wortmannine. C’est un inhibiteur 
irréversible, non compétitif qui modifie de manière covalente une lysine du domaine 
catalytique, il est peu spécifique et inhibe chaque membre à plus ou moins fortes doses. Son 
IC50 est compris entre 80 et 250 nM in vitro (enzyme immunoprécipitée) et atteint 3 à 6 µM 
sur des cellules intactes. ATR semble être la plus résistante à la wortmannine avec un IC50 
égal à 2 µM in vitro et supérieur à 100 µM sur cellules intactes. Le mécanisme impliqué dans 
cette résistance n’est pas connu puisque ATR conserve la lysine du domaine catalytique, 
impliquée dans la liaison à la wortmannine (Abraham, 2004; Sarkaria et al., 1998). 
La caféine est aussi impliquée dans l’inhibition des PI3KKs. De part sa structure « purine-
like », cet inhibiteur réversible est compétitif avec l’ATP. Il inhibe l’activité de chaque 
protéine membre de la famille des PI3KKs avec un IC50 compris entre 0.2 et 1 mM. La 
DNA-PK semble être la plus résistante à la caféine avec un IC50 à 10 mM. Cependant, cette 
drogue, largement utilisée pour inhiber les PI3KKs est beaucoup moins spécifique que la 
wortmannine. En effet, de nombreux effets délétères peuvent exister notamment à cause de 
l’inhibition de nombreuses autres ATPases (Abraham, 2004; Sarkaria et al., 1999). 
Des inhibiteurs plus spécifiques des protéines ATM, DNA-PK et ATR sont développés et 
seront mentionnés dans les parties suivantes. 
 
2. ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) 
 
a) Le syndrome d’Ataxie Telangiectasie 
 
L’absence de la protéine ATM chez l’homme conduit à l’apparition d’un syndrome, le 
syndrome de Louis-Bar, encore appelé, Ataxie Telangiectasie (AT). L’AT est une maladie 
récessive autosomique, rare puisqu’elle touche 1 naissance sur 100 000 dans le monde. Ses 
manifestations cliniques principales font que cette maladie est essentiellement recensée dans 
les services d’immunologie ou de neurologie, où les enfants atteints sont pris en charge. En 
effet, elle associe un déficit immunitaire sévère, mais portant surtout sur l’immunité 
humorale, à une ataxie cérébelleuse progressive. De plus, les patients atteints présentent un 
risque augmenté de cancers, essentiellement des lymphomes T. Les telangiectasies 
oculocutanées, qui ont pourtant donné leur nom à la maladie, ne sont pas toujours évidentes, 
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du moins dans les premiers stades de la maladie. Le diagnostic est en fait souvent difficile à 
porter chez le très jeune enfant. Ces jeunes patients développent d’autres caractéristiques 
cliniques comme l’intolérance au glucose et une résistance à l’insuline ainsi qu’une 
hypersensibilité aux radiations ionisantes (Figure 20). 
 
Le gène ATM, dont l’altération est responsable de l’AT est localisé sur le chromosome 11 et a 
été séquencé en 1995 par le Dr Y. Shiloh ce qui a permis de recenser plus de 500 mutations 
différentes à l’origine de la maladie et de la grande variabilité de son expression. Chez 85 % 
des malades atteints d’AT, la protéine ATM n’est pas exprimée, et seulement quelques cas 
expriment des niveaux normaux de protéine mais dans ces cas là, la protéine est déficiente 
pour l’activité kinase (Angele et al., 2003; Ball and Xiao, 2005). Ses homologues, déjà connus 
chez la levure, la bactérie ou la drosophile, participent à des processus de contrôle du cycle 
cellulaire, de réparation des cassures doubles brins, de recombinaisons au cours de la méiose 
ou de maturation des gènes des immunoglobulines. Des études épidémiologiques effectuées 
aux Etats-Unis et en France dans des familles d’ataxiques suggèrent que les hétérozygotes 
pour une mutation pourraient avoir une augmentation du risque de cancer du sein par rapport 
à la population générale. L’augmentation des risques est comprise entre 2 et 4 fois selon les 
études (Easton, 1994; Janin et al., 1999; Renwick et al., 2006). Cette observation est 
importante pour les familles AT mais pourrait avoir une implication plus large étant donné 
que 1 % de la population générale est hétérozygote pour une mutation d’ATM (Ahmed and 
Rahman, 2006). 
 
b) Les fonctions de la protéine ATM 
 
i. ATM et la signalisation des dommages de l’ADN 
 
La protéine ATM est activée en présence de cassures doubles brins (CDBs) de l’ADN et 
permet via son activation de réguler la réponse cellulaire à ces cassures. Ces CDBs peuvent 
avoir une origine endogène (espèces réactives de l’oxygène ou recombinason VDJ) ou 
exogène (radiations ionisantes ou agents radiomimétiques). Leur présence augmente l’activité 
kinase d’ATM et cela passe par l’autophosphorylation de la serine 1981. Cette 
autophosphorylation permet la conversion de la forme dimérique inactive en une forme 
monomérique active. En effet, CJ. Bakkenist et M. Kastan ont  montré qu’en absence de 
dommages, ATM est présent dans la cellules sous la forme de dimères ou d’oligomères au 
Diabetes
Figure 20. Manifestations cliniques de L’Ataxie Telangiectasie. D’après 
McKinnon, EMBO Report, 2004.
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sein desquels, le domaine d’activité kinase d’une molécule d’ATM interagit avec le domaine 
FAT d’un autre monomère d’ATM. Or la serine 1981 se situe dans ce domaine FAT. 
L’apparition de CDBs induit un changement de situation et la serine 1981 de chaque 
monomère est phosphorylée par l’autre monomère, chaque monomère est alors libre pour aller 
phosphoryler ses protéines cibles (Bakkenist and Kastan, 2003). Alors que cette 
phosphorylation de la sérine 1981 est critique pour l’activation de la protéine, il est possible 
qu’ATM subisse d’autres autophosphorylations sur d’autres sites importants pour la réponse 
aux dommages de l’ADN (Lavin and Kozlov, 2007). Plusieurs études ont tenté de comprendre 
comment et par quelles protéines, les CDBs permettent cette activation. 
 
La protéine ATM détecte-t-elle les dommages de façon directe ou indirecte ? 
Si ATM est un senseur direct des dommages alors il doit interagir directement avec les 
dommages. Une étude parue en 1999 a permis de montrer qu’ATM interagit 
préférentiellement avec de l’ADN irradié suggérant que la protéine interagit avec, ou est 
recrutée, au niveau du dommage (Suzuki et al., 1999). Cette étude a été complétée en 2001 
par un autre travail qui a établi qu’en réponse aux dommages, ATM s’associe à une fraction 
chromatinienne, résistante à l’extraction  par les détergents (Andegeko et al., 2001). De plus, 
l’équipe de M. Kastan a montré que la protéine ATM phosphorylée sur la serine 1981 se 
relocalise sous forme de foyers nucléaires en réponse aux dommages (Bakkenist and Kastan, 
2003). Toutes ces études suggèrent qu’ATM peut interagir avec, ou être recrutée, au niveau de 
la chromatine endommagée. Cependant, elles ne tranchent pas sur l’interaction directe ou 
indirecte avec les dommages. 
 
L’activation d’ATM est dépendante du complexe MRN 
Le complexe MRN, composé de trois protéines MRE11, Rad50 et Nbs1 (Nijmegen Breakage 
Syndrom 1), est le plus connu pour activer ATM. En effet, les cellules déficientes pour 
MRE11 ou Nbs1 ont beaucoup de caractéristiques communes avec les cellules déficientes 
pour ATM, incluant la radiosensibilité et les défauts d’arrêt dans le cycle cellulaire. De plus, 
les mutations du gène MRE11 sont responsables d’une maladie AT-like (ATLD, AT-like 
disorder) qui cliniquement ressemble à l’AT, suggérant que le complexe MRN et ATM 
fonctionnent dans une voie similaire, in vivo (Stewart et al., 1999). Au niveau moléculaire en 
2004, Lee et Paull ont montré que le complexe MRN active directement ATM (Lee and Paull, 
2004). En réponse aux CDBs, le complexe MRN va se fixer rapidement au niveau de la 
cassure et permettre le recrutement de la protéine ATM grâce à l’interaction entre ATM et 
 36
Nbs1 (Williams et al., 2007). Le complexe MRN stimule l’activité d’ATM car il permet un 
changement de conformation de la protéine qui va stabiliser son interaction avec ses substrats 
(Lee and Paull, 2004). 
 
Cependant, d’autres études montrent que les modifications de la structure de la chromatine 
pourraient avoir un rôle dans l’activation d’ATM (Bakkenist and Kastan, 2003). Le 
remodelage de la chromatine passe par des modifications post-traductionnelles des histones 
comme les méthylations, les phosphorylations ou les acétylations entre autres. Les histones 
acétyltransférases (HAT) ont la capacité d’acétyler les protéines, et plusieurs études montrent 
qu’ATM pourrait être acétylé rapidement après l’apparition des dommages. Une étude parue 
en 2005 démontre qu’ATM est acétylé en réponse aux dommages et que cela est nécessaire à 
son activation, via un mécanisme dépendant de l’HAT Tip60 (Sun et al., 2005). De même, 
une autre étude montre que hMOH, une HAT responsable de l’acétylation de l’histone H4, 
interagit avec ATM et que l’autophosphorylation d’ATM serait dépendante de l’activité 
acétylase de hMOH (Gupta et al., 2005). Au vue de ces données, l’activation d’ATM semble 
dépendante de plusieurs évènements, de son autophosphorylation mais aussi du contexte 
chromatinien et de l’acétylation par différentes HAT. 
 
La réponse aux CDBs, pour être entière, nécessite une amplification de la signalisation des 
dommages. 
 
Amplification de la signalisation des cassures via la phosphorylation de H2AX par ATM 
En présence de CDBs, l’environnement chromatinien est modifié. En effet l’histone H2AX, un 
variant de l’histone H2A, est rapidement phosphorylé par ATM et est ainsi appelé γH2AX. 
Cette phosphorylation a lieu sur la serine 139 et va s’étendre plusieurs mégabases autour de la 
cassure (Rogakou et al., 1999). Il est à noter qu’en réponse aux radiations ionisantes, la DNA-
PK est également impliquée dans la phosphorylation de H2AX (Stiff et al., 2004). Au niveau 
de la cassure, γH2AX va permettre le remodelage de la chromatine et va faciliter l’interaction 
des substrats d’ATM ainsi que le recrutement de certains facteurs de réparation (Fernandez-
Capetillo et al., 2004). La détection des foyers γH2AX est utilisée pour la quantification des 
CDBs, un foyer correspondant à une cassure (Rogakou et al., 1999). Cependant, ces foyers 
γH2AX peuvent aussi correspondre à des blocages de fourches de réplication induits par un 
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traitement à l’hydroxyurée ou en réponse aux UV. Dans ces cas là, la phosphorylation de 
γH2AX est dépendante d’ATR (Ward and Chen, 2001). 
 
En réponse aux CDBs et une fois activée, la protéine ATM va donc induire différentes 
cascades de signalisation qui vont conduire à différentes réponses, telles que l’activation des 
voies de réparation de l’ADN, l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire ainsi que 
la mort cellulaire (Figure 21).  
 
ii. La réparation des CDBs 
 
Il existe deux voies majeures de réparation des CDBs de l’ADN : la recombinaison 
homologue (Homologous Recombination/HR) et la jonction d’extrémités non homologues 
(JENH ou Non Homologous End Joining/NHEJ) (Figure 22). La HR est un mécanisme fidèle 
de réparation basé sur l’utilisation de la chromatide sœur comme modèle pour guider la 
réparation du brin endommagé. Ce processus de réparation ne peut donc avoir lieu qu’au 
cours des phases S tardive, G2 et M du cycle cellulaire lorsque la chromatide sœur est 
présente. La machinerie cellulaire impliquée dans la HR nécessite de nombreuses protéines 
telles que Rad50, Rad51, Rad52, MRE11, RPA, BRCA1 (Breast Cancer 1) et BRCA2. La 
second système de réparation ou NHEJ est un système peu fidèle, par opposition à la HR, 
puisqu’il est impliqué dans la ligation de deux brins d’ADN non homologues et peut donc 
mener à des pertes de nucléotides, des translocations chromosomiques ou des fusions. La 
NHEJ fonctionne durant les phases G1 et S précoce du cycle cellulaire. Cette voie implique 
également plusieurs protéines parmi lesquelles, les protéines Ku70 et Ku80, la DNA-PKcs 
(sous-unité catalytique de la DNA-PK), ainsi que les protéines Artemis, ADN ligase IV, XLF 
(XRCC4-like factor) ou Cernunnos. Ce processus de réparation sera plus détaillée dans la 
partie consacrée à la DNA-PK puisqu’elle exerce un rôle central dans ce mécanisme de 
réparation. De façon intéressante, la protéine ATM activée par les CDBs est impliquée dans la 
phosphorylation de protéines impliquées aussi bien dans la HR que dans la NHEJ. 
 
Le premier exemple cité sera celui de la DNA-PK. En effet, ATM est impliqué dans la 
phosphorylation de la DNA-PK sur le résidu T2609 (Chen et al., 2007) en réponse aux 
radiations ionisantes. Cette phosphorylation est responsable du relargage de la DNA-PK des 
extrémités de l’ADN et permet donc aux protéines de la HR d’accéder aux sites des cassures 
(Shrivastav et al., 2009). DNA-PKcs et ATM co-régulent donc la réparation des CDBs. Le 
Figure 21. Modèle expliquant l’activation d’ATM en réponse aux CDBs. La 
protéine ATM est activée par le complexe MRN et participe ainsi à la régulation de 
nombreux gènes cibles impliqués, entre autres,  dans la réparation de l’ADN, 
l’apoptose, la régulation du cycle cellulaire. D’après Kurz et Lees-Miller, DNA repair, 
2004.
Figure 22. Représentation schématique des deux voies majeures de réparation des 
CDBs de l’ADN. (A) la NHEJ. (B) La HR. D’après Czornak et al., Journal of applied
Genetics, 2008.
 38
deuxième exemple est celui d’Artémis, enzyme dotée d’activités endonucléase et exonucléase 
impliquées dans la maturation des extrémités de l’ADN au cours de la NHEJ (Dahm, 2007). 
La phosphorylation d’Artémis par ATM en réponse aux CDBs, sur la serine 645, joue un rôle 
dans sa rétention au niveau de l’ADN via le complexe MRN afin de permettre son activation 
au niveau de l’ADN (Chen et al., 2005b; Dahm, 2007). Enfin, ATM est impliquée dans la 
phosphorylation de BRCA1 en réponse aux radiations ionisantes (Cortez et al., 1999). 
BRCA1 participe au contrôle de la HR et sa phosphorylation par ATM pourrait moduler sa 
structure secondaire et ainsi son activité (Gatei et al., 2000).  
 
iii. ATM et le contrôle du cycle cellulaire 
 
En présence de CDBs, la cellule nécessite un arrêt du cycle cellulaire afin de réparer ses 
lésions et de protéger l’intégrité du génome cellulaire. ATM joue un rôle majeur dans 
l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire des eucaryotes 
supérieurs comprend 4 phases qui se succèdent de la façon suivante : la phase G1, la phase S 
(réplication de l’ADN), la phase G2 et la phase M (Mitose). Cette succession de phases est 
régulée par des complexes Cdk (Cycline Dependent Kinase)/cyclines. L’activité des cdk est 
régulée à plusieurs niveaux : par les cyclines, dont l’expression varie au cours du cycle 
cellulaire ; par des protéines kinases, comme Wee1 et CAK (Cdk Activating Kinase) ; par des 
phosphatases, comme cdc25 ; par des protéines inhibitrices, comme p21, p27 et p16. Dans ce 
cycle cellulaire, il existe différents points de contrôle appelés « checkpoints », présents à la 
transition G1/S (checkpoint G1/S), en phase S (checkpoint intra-S), en G2/M (checkpoint 
G2/M). Ces checkpoints sont activés en présence de dommages de l’ADN et leur activation 
suit le même schéma. Les lésions sont détectées par des protéines « senseur » et les protéines 
de transduction du signal (ATM et ATR) activent des voies de signalisation impliquant des 
protéines (Chk1 et Chk2), déclenchant une cascade d’évènements activant des effecteurs, 
conduisant à la réparation de l’ADN ou l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. La liste des 
exemples cités ci-dessous n’est pas exhaustive mais illustre parfaitement l’importance de la 
protéine ATM dans le contrôle du cycle cellulaire (Figure 23) (Sancar et al., 2004). 
 
ATM à la transition G1/S 
Le checkpoint G1/S  est impliqué dans l’inhibition de l’initiation de la réplication. En 
présence de CDBs, en réponse aux radiations ionisantes ou à des agents radiomimétiques, 
ATM est activé et phosphoryle de nombreuses cibles, et notamment p53 et Chk2. Cette 
Figure 23. La régulation du cycle cellulaire.
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activation se traduit par l’activation de deux signaux, l’un permettant l’arrêt en G1/S et l’autre 
maintenant cet arrêt. La voie initiale de blocage en G1/S implique la phosphorylation de 
Chk2, par ATM, qui elle-même phosphoryle la phosphatase Cdc25A, entraînant sa 
dégradation. Ceci implique l’accumulation d’une forme phosphorylée de Cdk2, inactive et 
donc incapable d’activer la phase S. La deuxième voie impliquée dans le maintien de l’arrêt 
en G1/S implique la phosphorylation de p53 sur la serine 15, toujours par ATM (sur la serine 
15 directement et sur la serine 20 via Chk2), conduisant à l’inhibition de sa dégradation et 
donc à son accumulation. La protéine p53 permet d’activer la transcription de la protéine p21 
qui inhibe l’activité du complexe d’entré en phase S, Cdk2-cycline E.  
 
ATM et le checkpoint intraS 
Ce point de contrôle est activé en présence de dommages, rencontrés au cours de la phase S 
ou de dommages non réparés qui ont échappé au checkpoint G1/S, ATM, le complexe MRN 
et BRCA1 sont requis pour cet arrêt. En effet, par l’intermédiaire de la même voie de 
signalisation qu’au checkpoint G1/S, ATM-Chk2-Cdc25A-Cdk2, le complexe Cdk2-cyclineA 
impliqué dans l’avancement en phase S est inhibé. De plus, la phosphorylation de la cohésine 
SMC1 par ATM avec l’aide, entre autre, de BRCA1 et Nbs1 conduit également à l’arrêt du 
cycle. 
 
ATM à la transition G2/M 
Ce checkpoint empêche les cellules qui présentent des dommages de subir une mitose. L’arrêt 
à ce stade implique une fois de plus la voie ATM-Chk2-Cdc25, dans ce cas, l’activité de 
Cdc25c est inhibée. L’inhibition de Cdc25 et l’activation de la kinase Wee1 conduisent à 
l’inhibition du complexe Cdk1-cyclineB d’entrée en phase M. 
 
iv. ATM et l’induction de l’apoptose 
 
Si les dommages sont trop importants ou selon le type cellulaire, la cellule va alors s’engager 
dans un programme de mort cellulaire programmée ou apoptose, dans lequel ATM est 
impliqué via l’activation par phosphorylation de p53 sur la serine 15. Cette protéine p53 va 
alors être stabilisée et réguler positivement la transcription de gènes pro-apoptotiques tels que 
Bax et Bid (Baatout et al., 2002). Ces protéines de la famille de Bcl-2 sont donc pro-
apoptotiques et s’opposent aux protéines anti-apoptotiques de la même famille, comme Bcl-2 
ou Bcl-xl. Ces protéines sont en compétition pour se fixer à la paroi externe de la 
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mitochondrie, contrôlant l’ouverture des pores de sa membrane et la libération de protéines 
contenues dans la mitochondrie. L’excès de Bcl-2 détermine la survie alors qu’un excès de 
Bax, la mort. Le relargage des protéines mitochondriales va induire une mort caspases-
dépendante, caspases qui sont les effecteurs clés de l’apoptose. La protéine p53 peut aussi 
entraîner l’apoptose indépendemment de son rôle dans la transcription. En effet en réponse 
aux radiations ionisantes, p53 est transloqué à la mitochondrie ou elle inhibe Bcl-2 et Bcl-xl 
(Bree et al., 2004). 
 
c) ATM et stress oxydatif 
 
Les données suggérant un rôle de la protéine ATM dans la protection contre les ROS ont été 
consolidées par plusieurs observations : (1) les cellules déficientes en ATM répondent de 
façon anormale aux agents induisant le stress oxydatif ; (2) des anomalies dans le 
fonctionnement des systèmes anti-oxydants dans les cellules ATM -/- et dans les tissus 
déficients en ATM ; (3) le stress oxydatif est augmenté dans les cellules et les tissus déficients 
en ATM ; (4) la réponse au stress est constamment activée dans les cellules ATM -/- et peut 
être diminuée par l’ajout d’anti-oxydants.  
Les premières preuves d’un stress oxydatif chez les patients atteints d’AT ont été recensées 
dans le rapport clinique d’une femme atteinte d’AT, qui a eu une lente progression de la 
maladie et a vécu jusqu’à l’âge de 32 ans. L’autopsie de cette personne menée au niveau du 
système nerveux central a permis d’observer des produits issus de la peroxydation des lipides 
dans le cytoplasme des cellules gliales et des neurones (Amromin et al., 1979). De plus, des 
fibroblastes ATM -/- se sont montrés plus sensibles au traitement par l’H2O2 avec formation 
de micronuclei, signe d’une génotoxicité (Yi et al., 1990). Ces observations mêlées aux 
caractéristiques cliniques de la maladie AT, neurodégénération, telangiectasies, suggèrent que 
cette maladie est étroitement liée au stress oxydatif. En effet, une étude menée par Reisenbach 
a montré une diminution du niveau des capacités antioxydantes ainsi qu’une diminution des 
vitamines antioxydantes comme la vitamine A ou E, dans le plasma de patients AT 
(Reichenbach et al., 1999).  
Cependant, les preuves majeure de l’implication d’ATM dans l’existence d’un stress oxydatif 
ont été apportées par la réalisation d’un KO ATM chez la souris. Ces souris reproduisent la 
prédisposition au cancer ainsi que les dysfonctionnements neuromoteurs, l’existence 
d’anomalies au niveau de l’état redox étant retrouvée dans certaines parties du système 
nerveux central (SNC). Le mécanisme par lequel la déficience en ATM altère cet état redox a 
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été étudié par le groupe d’A. Barzilai (Kamsler et al., 2001). Ainsi, ils ont pu recenser une 
augmentation de GSH (glutathione) chez les souris ATM -/-, système anti-oxydant impliqué 
dans la réduction des ROS, reflétant très certainement un mécanisme compensatoire luttant 
contre la surproduction de ROS. De plus, ils ont également retrouvé une augmentation de 
l’activité des thioredoxines chez les souris déficientes, multipliée par deux par rapport aux 
souris sauvages, comme cela est le cas quand le stress oxydatif augmente. Enfin, une 
diminution de l’activité catalase et une élévation de l’activité superoxyde dismutase ont été 
retrouvées au niveau du SNC des souris âgées de 4 mois et non de 1 mois. Ce résultat suggère 
une détérioration progressive de la balance redox dans les souris déficientes en ATM.  
Ce rôle de la régulation des ROS par la protéine ATM semble être très important. En effet, il 
est essentiel pour permettre la prolifération des cellules souches du système neural (Kim and 
Wong, 2009) ainsi que le renouvellement des cellules souches hématopoïétiques (Ito et al., 
2004). 
 
Par quel mécanisme la déficience en ATM est-elle liée à cette augmentation du stress 
oxydatif ? 
ATM pourrait réguler l’état redox de façon directe ou indirecte (Figure 24). En effet, la 
protéine ATM pourrait réguler de manière directe les gènes impliqués dans l’expression des 
systèmes anti-oxydants ou modifier l’activité de ces mêmes protéines via les modifications 
post-traductionnelles (i.e. phosphorylations) ou par d’autres enzymes entraînant ces 
modifications de façon ATM-dépendante. De plus, l’étude de D. Watters a permis de montrer 
qu’ATM présente, outre sa localisation nucléaire, une fraction cytoplasmique. Cette fraction 
colocalise avec une catalase au sein de fibroblastes normaux et ATM est présent au niveau de 
peroxysomes purifiés de souris. Les peroxysomes étant les sites majeurs du métabolisme 
oxydatif, ce groupe a étudié l’activité catalase et de peroxydation des lipides dans des 
fibroblastes ATM -/-. L’activité catalase diminue de façon significative alors qu’à l’inverse, la 
peroxydation des lipides augmente. Ainsi, le stress oxydatif n’est plus « combattu » et 
augmente (Watters et al., 1999). D’un autre côté, la régulation du stress oxydatif par ATM 
pourrait se faire de manière indirecte. Cette explication alternative est basée sur 
l’accumulation de dommages (CDBs) non réparés dans les cellules déficientes pour ATM, ce 
qui conduirait à l’activation de protéines « consommatrices » de NAD. En effet, le groupe de 
A. Barzilai a retrouvé une diminution des formes oxydées (NAD+ et NADP+) et réduites 
(NADH et NADPH) du NAD dans le cerveau de souris ATM -/-. Ces espèces sont les 
cofacteurs majeurs des réactions de réduction ou d’oxydation et contrôlent entre autre 
Figure 24. Hypothèse sur le mécanisme lié à l’augmentation du stress oxydatif 
dans les cellules déficientes pour ATM. (A) La voie directe impliquant la régulation 
génique ou les modifications post-traductionnelle (PTM) des enzymes anti-oxydantes 
par ATM. (B) Le voie indirecte impliquant la déplétion du pool d’espèce oxydantes ou 
réductrices du NAD. D’après Barzilai et al., DNA repair, 2002.
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l’activité GSH ainsi que des protéines impliquées dans la réparation. Le ratio entre ces 
différentes espèces oxydées/réduites est crucial pour le maintien de l’homéostasie cellulaire et 
tissulaire et dans le cas des cellules déficientes pour ATM, ces dernières seraient mobilisées 
pour tenter de réparer les dommages et non pour lutter contre le stress oxydatif (Stern et al., 
2002). 
 
d) KO et inhibiteurs spécifiques d’ATM 
 
i. Le KO d’ATM 
 
La réalisation du KO d’ATM chez la souris a permis d’étudier leur phénotype par rapport au 
phénotype de la maladie AT. L’étude de C. Barlow a montré que ces souris présentent : (1) un 
retard de croissance ; (2) un défaut de méiose (elles sont stériles) ; (3) un système immunitaire 
défectueux (la structure des organes lymphoïdes semble normale, leur taille est inférieure par 
rapport aux souris sauvages, elles présentent une diminution du nombre de lymphocytes T 
dans les organes lymphoïdes périphériques et de B dans la moelle osseuse également ; (4) une 
prédisposition aux lymphomes et aux cancers en général ; (5) une hypersensibilité aux 
radiations ionisantes ; (6) une neurodégénération, contrairement aux patients atteints d’AT, 
elles ne sont pas ataxiques mais présentent un problème de motricité et une déficience 
neurologique (Barlow et al., 1996). Cependant, cette étude ne mentionne pas les 
telangiectasies ni la résistance à l’insuline dans le phénotype de ces souris. Il est possible que 
les auteurs n’aient pas regardé les anomalies de la vascularisation, ni l’intolérance au glucose. 
Ce modèle n’est donc pas utilisable pour étudier les mécanismes impliqués dans l’apparition 
de ces deux manifestations cliniques. 
 
ii. Les inhibiteurs 
 
En plus des inhibiteurs, comme la wortmannine ou la caféine, que nous avons vus comme 
molécules inhibitrices des PI3KKs de façon plus ou moins spécifique, la dernière molécule 
développée et présentant une forte spécificité pour ATM est le KU55933 ou 2-morpholin-4-
yl-6-thianthren-1-yl-pyran-4-one. C’est un inhibiteur réversible, spécifique et compétitif (au 
niveau du site de liaison à l’ATP) qui inhibe ATM avec un IC50 de 13 nM contre 2.5 µM 
pour la DNA-PK ou 0.1 mM pour ATR par exemple. Son utilisation sur des cellules 
proficientes pour ATM entraîne une radio et une chimio-sensibilisation lors de l’utilisation 
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d’agents génotoxiques induisants des CDBs, mais n’a aucun effet sur des cellules déficientes 
en ATM (Hickson et al., 2004). 
 
Le syndrome AT, comme nous l’avons vu précédemment, se caractérise par différentes 
manifestations cliniques. L’hypersensibilité aux radiations ionisantes ainsi que la 
prédisposition aux cancers peuvent s’expliquer par le rôle que joue la protéine ATM dans la 
signalisation et la réparation des cassures doubles brins de l’ADN. De plus, les cellules 
déficientes en ATM présentent une augmentation du stress oxydatif qui contribue à 
l’apparition de l’aspect neurodégénératif de la maladie. Cependant, certains des symptômes de 
la maladie restent pour le moment inexpliqués comme les anomalies de la vascularisation 
(telangiectasies) ou encore l’intolérance au glucose et la résistance à l’insuline. Ces deux 
aspects seront étudiés dans la publication présentée en première partie des résultats. En effet, 
nous avons pu montré que l’absence de la protéines ATM est associée à une augmentation de 
l’expression des deux sous-unités α et β du complexe HIF-1, via le stress oxydatif, et que cela 
a pour conséquence l’augmentation de l’expression de ses gènes cibles, et notamment le 
VEGF et GLUT-1, impliqués respectivement dans l’angiogenèse et le transport du glucose. 
 
3. DNA-PK (DNA dependent Protein Kinase) 
 
a) La réparation des CDBs par la NHEJ 
 
i. Le mécanisme de la NHEJ 
 
Comme nous l’avons vu ci-dessus, deux voies de réparation sont en compétition afin de 
réparer les CDBs de l’ADN, la recombinaison homologue ou HR et la jonction d’extrémités 
non homologues ou NHEJ. Le choix entre ces deux voies est partiellement dépendant du cycle 
cellulaire. En effet, la présence d’une chromatide sœur appariée est nécessaire à la recherche 
d’homologie dans la HR, ce qui limite l’utilisation de cette voie en phases S tardive, G2 et M 
du cycle cellulaire. La HR est aussi mise en jeu au cours de la recombinaison V(D)J 
nécessaire à la maturation des immunoglobulines du système immunitaire. En revanche, la 
NHEJ, indépendante des homologies de séquences, est majoritairement utilisée au cours des 
phases G1 et S précoce. Néanmoins, Rothkamm et al. ont montré que des lignées cellulaires 
déficientes en NHEJ sont particulièrement sensibles aux irradiations quelque soit la phase du 
 44
cycle cellulaire, suggérant l’importance de la NHEJ tout au long du cycle cellulaire 
(Rothkamm et al., 2003). 
Le première étape de la NHEJ est la reconnaissance et la détection des extrémités de la 
cassure par les deux sous-unités régulatrices du complexe DNA-PK, Ku70 et Ku80, qui 
forment un hétérodimère protégeant les extrémités de la lésion contre les activités 
exonucléases. Ku70/Ku80, lié avec une forte affinité à l’ADN, permet alors le recrutement de 
la sous-unité catalytique DNA-PKcs (Singleton et al., 1999). Cette liaison à l’ADN entraîne 
l’activation de la fonction serine/thréonine kinase de la DNA-PK. Avant l’étape de religation, 
une étape de maturation des extrémités va être nécessaire, les extrémités sont ainsi traitées par 
différentes protéines ou complexes protéiques afin de les rendre compatibles pour la ligation 
ultérieure. Ainsi, la DNA-PK permet le recrutement de ces protéines de maturation parmi 
lesquelles les ADN polymérases pol µ et λ qui font de la « resynthèse » d’ADN si nécessaire 
(Ma et al., 2004) et la polynucléotide kinase (PNK) qui assure le nettoyage des extrémités 5’-
OH et 3’-phosphate des CDBs grâce à ses activités 5’-kinase et 3’-phosphatase (Chappell et 
al., 2002). La protéine Artémis s’associe aussi à la DNA-PK et est activée après 
phosphorylation par cette dernière. Elle acquiert alors une activité endonucléase qui lui 
permet de dégrader les structures d’ADN en épingle à cheveux, étape essentielle à  la 
recombinaison V(D)J notamment (Ma et al., 2002). Une fois cette maturation effectuée, les 
deux extrémités sont mises bout à bout et une série d’autophosphorylation en cis et en trans de 
la DNA-PK a lieu, ce qui inhibe d’une part son activité et réduit d’autre part son affinité pour 
l’ADN (Meek et al., 2007; Uematsu et al., 2007). Les étapes finales de traitement de l’ADN 
endommagé sont alors possibles, grâce à l’association d’un complexe XRCC4 / ADN Ligase 
IV / XLF ou cernunnos, indispensable à l’étape de religation finale des extrémités libres de 
l’ADN (Drouet et al., 2005) (Figure 25).  
 
ii. Rôle de la DNA-PKcs dans la NHEJ 
 
La DNA-PKcs est une protéine de 460 kDa qui, associée au dimère Ku70/Ku80, forme 
l’holoenzyme DNA-PK. Ce complexe protéique est à la base de la détection des lésions 
double-brin de l’ADN, première étape de la NHEJ. La DNA-PKcs est recrutée au site de la 
cassure par l’hétérodimère Ku70/Ku80, ceci induit l’activation de son activité kinase qui va 
s’exercer sur elle ou sur d’autres protéines de la NHEJ, comme XLF (Wu et al., 2007), 
XRCC4 (Yu et al., 2003) ou Artémis (Ma et al., 2002). En plus de son activité catalytique, la 
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temps, elle participe à la stabilisation et au maintien des deux extrémités de la molécule 
d’ADN au site de la cassure grâce à ses facultés d’homodimérisation, on dit qu’elle participe à 
la formation de la synapse (DeFazio et al., 2002). En outre, elle agit comme une plateforme de 
recrutement pour différents facteurs de la NHEJ tels Artémis (Ma et al., 2002) ou le complexe 
XRCC4/ADN Ligase IV (Calsou et al., 2003). Son rôle central dans ce mécanisme de 
réparation fait de la DNA-PKcs une enzyme importante pour la cellule et l’organisme. Ainsi, 
certaines souris portant une mutation non-sens sur le gène encodant la DNA-PKcs présentent 
un défaut de NHEJ entraînant un phénotype d’immunodéficience « SCID » (Severe 
Combined Immune Deficiency), ainsi qu’une hypersensibilité aux radiations ionisantes (Fulop 
and Phillips, 1990). Enfin, la DNA-PKcs semble être impliquée dans la régulation du choix de 
la voie de réparation des CDBs de l’ADN. En effet, la DNA-PKcs est recrutée en premier et 
va empêcher le recrutement d’autres protéines par sa taille volumineuse en particulier des 
protéines de la HR. D’ailleurs, lorsqu’on inhibe chimiquement la DNA-PKcs ou qu’elle est 
amputée de son domaine kinase, elle ne peut pas s’autophosphoryler ni être phosphorylé par 
ATM sur sa threonine 2609 (qui permet de diminuer l’affinité avec l’ADN) et donc ne peut 
pas laisser un libre accès aux autres protéines (Shrivastav et al., 2009). Ceci pourrait 
également expliquer la létalité des souris XRCC4 et ADN ligase IV déficientes puisque la 
présence de la DNA-PKcs aux extrémités libres de l’ADN empêche toute réparation des 
CDBs par RH contrairement à l’absence de DNA-PKcs et Ku qui laisse la possibilité à la 
cellule de basculer vers la HR. 
 
b) Signes d’activation de la DNA-PKcs : les autophosphorylations 
 
La principale activation de la DNA-PKcs se fait par la liaison à l’hétérodimère Ku70/Ku80 et 
à l’ADN. En effet, en présence d’une CDB, l’hétérodimère Ku70/Ku80 va se lier au niveau 
des extrémités libres de l’ADN  et va recruter et activer la DNA-PKcs indépendamment de 
son statut de phosphorylation. La présence d’ADN est nécessaire à l’activation de la DNA-
PK. Après avoir joué son rôle (recrutement et activation de l’ADN Ligase IV et de XRCC4 
entre autres), le relargage de la DNA-PKcs permet l’action des exonucléases et des ligases et 
est donc nécessaire à la réparation complète des CDBs (Uematsu et al., 2007). Or, 
l’autophosphorylation in vitro de la DNA-PKcs induit la dissociation du complexe DNA-PK, 
par la libération de la DNA-PKcs sous une forme catalytiquement inactive (Meek et al., 
2007). L’autophosphorylation de la DNA-PKcs apparaît donc comme un événement 
régulateur essentiel de l’activité de la  DNA-PKcs (Uematsu et al., 2007).  
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Il existe deux clusters principaux d’autophosphorylation de la DNA-PKcs : l’un au niveau de 
la serine 2023 appelé « PQR cluster » qui comporte cinq sites d’autophosphorylation et le 
deuxième au niveau de la thréonine 2609 appelé « ABCDE cluster » qui en comporte six. En 
dehors des clusters, il existe cinq autres résidus d’autophosphorylation (Figure 26).  
De nombreuses publications ont montré qu’une mutation de ces résidus phosphorylables 
pouvait entraîner  une augmentation de la radiosensibilité et une diminution de l’efficacité de 
réparation des CDBs. En effet, l’inhibition de la phosphorylation du cluster 2609 en entier 
entraîne une forte augmentation de la radiosensibilité et une diminution de la maturation des 
extrémités libres de l’ADN (Block et al., 2004; Chan et al., 2002; Ding et al., 2003). De 
même, la mutation du domaine kinase ou du cluster 2609 et du résidu 2056 empêche le 
relargage de la DNA-PKcs et maintien une fixation forte entre l’ADN et la DNA-PKcs, ce qui 
a pour effet d’empêcher la NHEJ (Uematsu et al., 2007).  
La phosphorylation de la DNA-PKcs sur les résidus du cluster ABCDE (T2609, T2638, 
T2647) a été observée lors de traitement aux IR et aux UV. En revanche, la phosphorylation 
de la sérine 2056 est observée en réponse à différents génotoxiques connus pour créer des 
CDBs (RI, Bléomycine et Camptothécine) mais pas après UV, HU (Hydroxy-urée) ou MMS 
(Methyl Methane Sulfonate, agent alkylant) qui ne font pas ou très peu de CDBs (Chen et al., 
2005a). Cette autophosphorylation dose-dépendante, capable d’être autophosphorylée en trans 
par une autre DNA-PKcs, semble donc bien être spécifique des CDBs. Bien qu’elle soit 
nécessaire à la réparation par NHEJ, cette phosphorylation ne semble pas requise pour 
l’activité kinase proprement dite de la DNA-PK puisque la mutation ponctuelle de la sérine en 
alanine (S2056A) n’inhibe pas l’activité kinase  de la DNA-PK in vitro, ni le recrutement de 
la DNA-PKcs aux sites des CDBs. Une des hypothèses est que cette phosphorylation pourrait 
servir de point d’ancrage pour des protéines de réparation recrutées pour la NHEJ (Chen et al., 
2005a). 
 
L’autophosphorylation sur la serine 2056 est un marqueur d’activation de la DNA-PKcs 
Il a été montré ces dernières années que la phosphorylation de la DNA-PKcs au niveau du 
résidu T2609 et T2647 n’était pas que le résultat d’une autophosphorylation puisque cette 
phosphorylation est visible même lorsque la DNA-PKcs possède un domaine kinase inactif 
(Uematsu et al., 2007). Il semble donc que d’autres kinases soient impliquées dans la 
phosphorylation de ces deux thréonines, comme nous l’avons vu précédemment la principale 
kinase impliquée est une autre PI3KK, la protéine ATM (Chen et al., 2007). En revanche, la 
Figure 26. Les sites de phosphorylation de la DNA-PKcs. D’après Weterings et 
Chen, Journal of Cell Biology, 2007.
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phosphorylation du résidu 2056 est bien le résultat d’une autophosphorylation, puisque ce 
dernier ne peut pas être phosphorylé si la DNA-PKcs n’est pas active (Uematsu et al., 2007). 
Il semble donc que les phosphorylations des résidus T2609 et 2647 contrairement à la 
phosphorylation de la serine 2056 ne soient pas de bons marqueurs d’activation de la DNA-
PKcs. De nombreuses équipes utilisent donc l’apparition de la forme phosphorylée sur la 
sérine 2056 comme marqueur d’activation de la DNA-PKcs (Jiang et al., 2006; Wu et al., 
2007). 
 
c) Autres cibles de la DNA-PK 
 
Un des aspects marquant de l’activité de la DNA-PKcs est la grande diversité de ses cibles. 
Comme nous l’avons vu précédemment, elle peut phosphoryler certains de ses partenaires de 
la voie de réparation des CDBs par NHEJ tels que Artémis, XRCC4 ou XLF, stimulant en 
conséquence le traitement et la ligation des extrémités de la cassure (Ma et al., 2002; Wu et 
al., 2007; Yu et al., 2003). De plus, nous venons de voir que DNA-PKcs présente aussi la 
faculté de s’autophosphoryler au cours du processus de la NHEJ. Le rôle de la DNA-PKcs ne 
s’arrête pas là puisqu’elle est impliquée dans la phosphorylation des histones, acteurs de la 
signalisation de la réponse cellulaire aux dommages. En outre, elle est aussi impliquée dans la 
stabilisation de facteurs de transcription via leur phosphorylation.  
 
i. Les Histones  
 
Comme nous l’avons vu dans la partie sur ATM, l’histone H2AX peut être phosphorylée par 
les PI3KKs ATM et DNA-PK en réponse aux CDBs, ainsi que par ATR en réponse à un 
blocage de fourche de réplication. Cette histone phosphorylée au niveau de la serine 139, 
nommée γH2AX, s’accumule autour des sites des CDBs, formant des foyers qui participent à 
la signalisation des dommages de l’ADN et au maintien d’une certaine cohésion entre les 
extrémités de la molécule d’ADN endommagée.  
Une autre histone, l’histone H1 est phosphorylée par la DNA-PK et cette phosphorylation 
participe au bon déroulement de la NHEJ. En effet, l’histone H1 qualifié de « linker histone » 
verrouille la structure du nucléosome et donc la plasticité de la chromatine. Cette 
phosphorylation diminue alors l’affinité de H1 pour l’ADN, permettant au nucléosome de 
glisser librement le long de la molécule d’ADN. Cela autorise, dans le même temps, la 
translocation du dimère Ku des extrémités de la coupure vers « l’intérieur » de la molécule 
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d’ADN double brin (cette translocation est nécessaire aux étapes suivantes de la NHEJ) et 
stimule la ligation par le complexe XRCC4/ADN ligase IV (Kysela et al., 2005).  
 
La régulation de la liaison de l’histone H1 au niveau du nucléosome par la DNA-PK peut se 
faire de manière directe, par phosphorylation, mais aussi de manière indirecte, via la 
phosphorylation de H2AX. En effet, une étude récente démontre que la phosphorylation de 
H2AX par la DNA-PK est impliquée dans l’inhibition de la liaison de l’histone H1. Les 
auteurs ont montré qu’en plus du résidu serine 139, la threonine 136 d’H2AX est aussi 
phosphorylée par la DNA-PK. Cette phosphorylation affecte la structure du nucléosome et la 
liaison de l’histone H1. Le modèle proposé est le suivant, la phosphorylation de H2AX et de 
l’histone H1 assurent une certaine dynamique à l’environnement du nucléosome. Cette 
dynamique prévient la liaison de l’histone H1 et donc maintient une organisation ouverte de la 
chromatine (Li et al.). 
 
ii. La stabilisation des facteurs de transcription 
 
La DNA-PK peut être impliquée dans la stabilisation des facteurs de transcription, 
essentiellement par phosphorylation de certains d’entre eux comme Oct-1 et IRF-3, pris 
comme exemples ici. 
Le premier lien entre la DNA-PK et les facteurs de transcription de la famille des 
homéodomaines date de 2001 (Schild-Poulter et al., 2001). En effet dans ce travail, les auteurs 
ont montré par la réalisation d’expériences de double hybride que Ku70 est capable de lier les 
protéines possédant un homéodomaine comme Oct-1, ceci permettant la phosphorylation de 
Oct-1 par la DNA-PK. Dans une nouvelle étude parue en 2003, les mêmes auteurs ont 
observé, en réponse à des radiations ionisantes, une diminution de la transcription des gènes 
cibles de Oct-1, comme l’histone H2B, ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation de 
Oct-1, tout cela selon une voie DNA-PK dépendante. L’activité de Oct-1 est donc inhibée par 
la DNA-PK en réponse aux CDBs (Schild-Poulter et al., 2003). Après radiations ionisantes, 
Oct-1 est phosphorylé sur 13 résidus par la DNA-PK et ces phosphorylations sont nécessaires 
à la survie cellulaire induite par la voie DNA-PK / Oct-1 (Schild-Poulter et al., 2007) 
L’IRF-3 (interferon regulatory factor 3) est un facteur de transcription qui joue un rôle central 
dans la réponse à l’infection virale, par exemple en induisant l’IFNα (Interferon α) et β. 
DNA-PK phosphoryle IRF-3 sur la thréonine 135 en réponse à une infection virale, ce qui a 
pour conséquence d’augmenter son expression en diminuant son export nucléaire et sa 
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dégradation par le protéasome dans le cytoplasme (Karpova et al., 2002). IRF-3 entraîne la 
transcription des IFNα et IFNβ qui vont induire un état anti-viral, inhiber la prolifération 
cellulaire et même induire l’apoptose des cellules infectées. De plus, l’activité kinase de la 
DNA-PK augmente dans les premières heures après infection par le virus ce qui indique un 
possible rôle de la DNA-PK dans la réponse à l’infection virale (Karpova et al., 2002). 
 
d) Les inhibiteurs de la DNA-PK 
 
Il existe plusieurs molécules inhibitrices de l’activité de la DNA-PKcs, la plus connue de 
toutes étant la wortmannine. Elle est considérée comme un inhibiteur général des PI3K, elle 
inhibe en effet l’activité des PI3K et des PI3KKs. La wortmannine se lie de manière covalente 
au niveau du site de liaison à l’ATP avec une IC50 de l’ordre de 260 nM (Veuger et al., 
2003). Elle est un puissant radiosensibilisateur pour de nombreuses variétés de cellules 
normales ou cancéreuses par sa capacité à empêcher la DNA-PK de réparer les lésions 
radioinduites (Price and Youmell, 1996). Cependant, cet inhibiteur possède une forte toxicité 
in vivo et est insoluble en solution aqueuse, il est donc peu utilisable en clinique.  
Un dérivé synthétique de la quercetine, inhibant les PI3K, le LY294002 a également été 
étudié. Il s’agit d’un inhibiteur réversible, compétitif du site de liaison à l’ATP de la DNA-
PKcs (Izzard et al., 1999), son IC50 étant de 1,4 µM. Le LY294002 est aussi un 
radiosensibilisateur, il améliore la réponse in vivo lorsqu’il est administré seul ou en 
combinaison avec l’irradiation (Hu et al., 2000). Cependant, il est très instable in vivo, sa 
clairance métabolique est très rapide (1 h environ) et il possède une forte toxicité, son 
utilisation chez l’humain n’a donc jamais été envisagée, mais sa structure chimique a servi à 
la création de nombreux nouveaux composés parmi lesquels le NU7026. 
Le NU7026, inhibiteur réversible, est à l’heure actuelle, le plus utilisé des inhibiteurs de la 
DNA-PKcs. En effet, il est très sélectif pour la DNA-PKcs puisque son IC50 est de 0,23 µM 
contre 13 µM pour les PI3K et > à 100 µM pour ATM et ATR (Veuger et al., 2003). Une 
étude pré-clinique a permi d’établir, que in vivo cet inhibiteur est très rapidement éliminé de 
la circulation générale avec une clairance plasmatique équivalente au flux sanguin hépatique 
de la souris (Nutley et al., 2005). La principale cause de cette clairance rapide est le 
métabolisme oxydatif puisque de nombreuses oxydations suivies de glucuronoconjugaison ont 
été identifiées. La biodisponibilité de cet inhibiteur est seulement de 20 % en intra-peritonéal 
et de 15 % par voie orale respectivement. Cette modeste biodisponibilité du NU7026 ne 
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semble pas due au premier passage métabolique puisque la quantité relative de l’agent ou de 
ces métabolites est le même quelque soit le mode d’administation (intra-veineuse, intra-
peritonéale ou par voie orale) (Nutley et al., 2005). 
Enfin en 2004, l’équipe de Leahy a identifié par screening le NU7441. Cette molécule est un 
inhibiteur puissant et sélectif de la DNA-PK dont l’IC50 est de 14 nM (Leahy et al., 2004). 
Son étude préclinique a montré qu’il possédait une activité chimiosensibilisatrice et 
radiosensibilisatrice in vivo chez la souris (Zhao et al., 2006). 
 
4. ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related) 
 
La protéine ATR a été mise en évidence sur la base de sa similarité avec ATM et Rad3 et 
occupe un rôle essentiel dans la réparation des lésions de l’ADN et l’activation de point de 
contrôle de la réplication de l’ADN (Abraham, 2001). Ainsi, les souris déficientes pour ATR 
meurent dès les premiers jours de vie embryonnaire, montrant que cette protéine est 
essentielle à la viabilité cellulaire (Brown and Baltimore, 2000). 
 
a) Fonctions d’ATR 
 
i. ATR et surveillance de la réplication de l’ADN 
 
Un des rôles principaux d’ATR est contrôler la progression en phase S, en réponse aux 
dommages de l’ADN induits par les irradiations UV ou le blocage des fourches de réplication 
par exemple. La surveillance de la réplication est permise par la reconnaissance des lésions 
simple brin par la protéine RPA. La protéine ATRIP (ATR Interacting Protein) lie la protéine 
RPA et ceci entraîne le recrutement d’ATR (Zou and Elledge, 2003). Cette reconnaissance 
permet une stabilisation des fourches de réplication lésées et empêche la perte du 
« réplisome », elle induit également un arrêt du cycle afin de permettre la réparation de la 
lésion (Shechter et al., 2004). ATR est donc impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire en 
phase S mais aussi à la transition G1/S et G2/M. 
 
ii. ATR et le contrôle du cycle cellulaire 
 
ATR joue un rôle dans les checkpoints du cycle cellulaire par l’activation de sa cible, Chk1. 
Brièvement, au niveau de la transition G1/S, ATR active les mêmes voies de transduction du 
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signal qu’ATM, via la phosphorylation de p53 et de Chk1. Ces deux voies conduisent à 
l’inhibition du complexe Cdk2-cycline E indispensable à l’entrée en phase S. Au niveau de la 
phase S, ATR via la phosphorylation de Chk1 permet l’inhibition du complexe Cdk2-cycline 
A. Enfin, à la transition G2/M, ATR ne jouerait pas un rôle critique mais la phosphorylation 
de Cdc25C par Chk1 va conduire à l’inhibition du complexe Cdk1-cycline B, indispensable à 
l’entrée en phase M (Sancar et al., 2004) (Figure 27). 
 
b) Activation d’ATR 
 
L’activité de ATR ne semble pas être stimulée par la présence de lésions de l’ADN ou de 
fourches de réplication bloquées, en revanche son activité semble plutôt contrôlée par sa 
localisation cellulaire. En effet comme nous l’avons vu ci-dessus, en réponse aux dommages, 
ATR est recrutée par la liaison successive des protéines RPA et ATRIP au niveau des ADN 
simples brins. Ainsi, ATR se retrouve au niveau des dommages, autorisant alors la 
phosphorylation de ses substrats comme Rad17 (Zou and Elledge, 2003) ou Chk1 (Shechter et 
al., 2004).  
 
c) KO et inhibiteurs spécifiques d’ATR 
 
i. Le KO d’ATR et le syndrome Seckel 
 
Tandis que les cellules tolèrent l’absence d’ATM, la protéine ATR est une protéine essentielle 
puisque les embryons de souris ATR -/- meurent précocement lors du développement 
embryonnaire, par une mort apoptotique causée par l’augmentation de la fragmentation des 
chromosomes (Brown and Baltimore, 2000). Ces observations suggèrent également qu’ATR 
est nécessaire à la progression du cycle cellulaire normal, et ce même en l’absence de stress 
cellulaire. 
Le syndrome de Seckel ou « nanisme à tête d’oiseau » est une maladie autosomale récessive 
qui touche une naissance sur 10 000. Les signes cliniques de cette maladie sont un nanisme 
sévère, un retard mental, une microcéphalie et une dysmorphie faciale caractéristique qui 
donne son nom à la maladie. Le rôle d’ATR dans cette maladie n’a été confirmé qu’en 2003 
lorsque l’identification d’une mutation ponctuelle d’ATR dans deux familles atteintes du 
syndrome de seckel a été identifiée. Cette mutation en déstabilisant l’épissage d’ATR entraîne 
une diminution du transcrit et de la protéine (O'Driscoll et al., 2003). 
Figure 27. Rôles d’ATR dans le contrôle du cycle cellulaire. D’après Lobrich et 
Jeggo, Nature Reviews Cancer, 2007.
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ii. Les inhibiteurs 
 
En plus des inhibiteurs comme la wortmannine ou la caféine que nous avons vu comme 
molécules inhibitrices des PI3KKs de façon plus ou moins spécifique. En 2006, un nouvel 
inhibiteur a été identifié, le CGK733. Cette molécule s’est montrée efficace dans l’inhibition 
d’ATM et d’ATR avec un IC50 de l’ordre de 200 nM (Won et al., 2006). Les auteurs de cet 
article se sont ensuite rétractés et le mécanisme moléculaire d’action du CGK733 reste pour le 
moment inexpliqué. Cependant, plusieurs études utilisent cette molécule comme inhibant 
ATM et ATR (Yang et al., 2008) et certaines ont permis d’évaluer son action sur la mort 
cellulaire (Crescenzi et al., 2008) ainsi que sur l’inhibition de la prolifération cellulaire, via la 
diminution de l’expression de la cycline D (Alao and Sunnerhagen, 2009). 
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III. Hypoxie, dommages de l’ADN et PI3KKs 
 
1. Que se passe-t-il au niveau de l’ADN en hypoxie ? 
 
a) Instabilité génétique et hypoxie  
 
De nombreuses études ont montré que le microenvironnement tumoral est source d’instabilité 
génétique. Par exemple, Le groupe de Glazer a étudié la fréquence (nombre de mutations par 
division cellulaire) et le type de mutations apparaissant dans une lignée tumorigène (LN12) 
injectée chez une souris ou en culture. Les cellules de la tumeur présentent une fréquence de 
mutation 5 fois supérieure à celles cultivées in vitro (Reynolds et al., 1996). De plus, une 
autre étude a montré que l’implantation de cellules transformées par irradiation chez une 
souris induisait une augmentation des réarrangements génomiques, par rapport à ces mêmes 
cellules amplifiées en culture (Bindra and Glazer, 2005). Ces travaux ont donc conduit à 
l’émergence du concept « d’instabilité génétique induite par le microenvironnement » et des 
études portant sur les facteurs microenvironnementaux, de façon individuelle, et leur impact 
sur la mutagenèse et les aberrations génétiques ont été réalisées. Ainsi, l’hypoxie a été 
impliquée dans l’apparition d’une instabilité chromosomique (translocation, aneuploidie et 
amplification génique) et d’une instabilité nucléotidique (mutations ponctuelles, délétions ou 
insertions de quelques nucléotides). 
 
i. Instabilité chromosomique 
 
Parmi les anomalies chromosomiques retrouvées en hypoxie, l’amplification génique a été 
une des plus étudiées. L’amplification génique est une altération de l’ADN très fréquemment 
observée dans les cellules cancéreuses et du fait de son association par un mécanisme encore 
inconnu à la surexpression de nombreux oncogènes, elle est fortement corrélée à la 
progression tumorale. Parmi les équipes qui travaillent sur l’induction de l’amplification 
génique en hypoxie, celle de GC. Rice a montré qu’une phase d’hypoxie suivie de 
réoxygénation, entraîne une résistance des cellules de hamster chinois (CHO) au methotrexate 
(Rice et al., 1986). Cette résistance est due à l’amplification du gène de la dihydrofolate 
réductase, cible du methotrexate et qui permet la régénération de l’acide folique. Les 
amplifications de gènes dans ces cellules résultent de la sur-réplication de l’ADN, observée 
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dans la phase de réoxygénation. En effet, le taux de sur-réplication est augmenté de 10 à 1000 
après respectivement 24 ou 72 h d’hypoxie. Ce même groupe a décrit l’amplification d’un 
autre gène de résistance, la p-Glycoprotéine qui entraîne une résistance à la doxorubicine dans 
différentes cellules en hypoxie (Rice et al., 1987). Ensembles, ces résultats suggèrent que 
l’hypoxie pourrait induire l’amplification génique. Toutefois, il est important de souligner que 
la plupart de ces études s’adressent plutôt à des conditions expérimentales 
d’hypoxie/réoxygénation qu’à de l’hypoxie seule. 
 
Les réarrangements génomiques décrits ici ont donc été initialement attribués à la sur-
réplication observée pendant les phases de réoxygénation post-hypoxiques. Cependant, 
d’autres études se sont intéressées à l’induction des sites fragiles en hypoxie. Les sites fragiles 
sont décrits comme étant des régions chromosomiques particulièrement sensibles aux 
cassures, et ont été impliqués dans la formation  de réarrangements chromosomiques et 
l’amplification génique (Smith et al., 1998). Ces sites fragiles vont subir des cycles de 
cassures et de fusions et vont donner naissance aux « chromosomes minuscules doubles » 
(double minute chromosome) qui pourront fusionner et réintégrer le site fragile et former des 
régions de coloration homogènes (homologous region staining ou HCR). En hypoxie, les sites 
fragiles sont activés et le nombre de chromosomes minuscules doubles est augmenté. Si 
l’hypoxie se prolonge, on observe une fusion de ces chromosomes minuscules doubles et une 
augmentation de leur réintégration dans les chromosomes (HCR) (Coquelle et al., 1998). Ces 
mêmes auteurs ont également montré que l’hypoxie induisait des cassures des chromosomes 
et des réarrangements chromosomiques (Coquelle et al., 2002). Cependant dans les 
expériences d’A. Coquelle, la phase hypoxique était toujours suivie d’une phase de 
réoxygénation. Il n’est donc pas possible de relier avec certitude ces phénotypes d’instabilité à 
l’hypoxie seule, la réoxygénation pouvant peut-être participer à cette instabilité 
chromosomique. Mais de façon intéressante, ces résultats semblent être plus proches de la 
« physiologie » de la tumeur, au sein de laquelle se succèdent des cycles 
d’hypoxie/réoxygénation. 
 
ii. Instabilité nucléotidique 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, le groupe de Reynolds a montré que la fréquence des 
mutations dans une lignée tumorigène (LN12) injectée chez une souris ou en culture est 5 fois 
supérieure à celles cultivées in vitro (Reynolds et al., 1996). Dans cette même publication, les 
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auteurs ont montré que l’hypoxie transitoire entraîne une augmentation de la fréquence de ces 
mutations ponctuelles. En effet, ils ont observé que la différence, en terme de fréquence des 
mutations, est fortement diminuée si les cellules in vitro sont exposées à un environnement 
hypoxique (4 h). De plus, cette différence est abolie si les cellules in vitro sont exposées à 
plusieurs épisodes hypoxiques comme le sont les cellules au sein de la tumeur. Cette 
publication confère donc un rôle important de l’hypoxie dans l’instabilité nucléotidique. Les 
auteurs ont étudié le type de mutation observé. Les mutations sont également différentes 
puisque les cellules in vitro présentent exclusivement des mutations ponctuelles, surtout des 
transitions A↔G ou T↔C, tandis que les cellules de la tumeur ou des cellules hypoxiées in 
vitro présentent des mutations ponctuelles différentes, principalement des transversions 
G,A↔C,T, mais aussi un grand nombre de délétions. Le groupe de P. Glazer a également pu 
observer une augmentation du nombre de délétions ou d’insertions d’un nucléotide après 24 h 
d’hypoxie et 3 jours de réoxygénation (Mihaylova et al., 2003). 
Pour finir, les cellules soumises à des cycles d’hypoxie/réoxygénation présentent aussi de 
nombreuses lésions de l’ADN en particulier, des oxydations de bases. Lors de la 
réoxygénation, une augmentation de la superoxyde dismutase et des espèces actives de 
l’oxygène est observée. Ces espèces vont réagir avec l’ADN et entraîner des oxydations de 
bases (de type 8 oxoguanine et thymine glycols) qui vont induire des transversions (Bindra 
and Glazer, 2005).  
 
b) L’hypoxie diminue l’activité des systèmes de réparation fidèles 
 
Une autre des raisons pour laquelle l’hypoxie favorise l’instabilité génétique est qu’elle est 
impliquée dans la diminution de l’activité de certains mécanismes de réparation fidèles de 
l’ADN parmi lesquels, la réparation des mésappariements  et la recombinaison homologue. 
 
i. La réparation des mésappariements 
 
La réparation des mésappariements (MMR ou Mismatch Repair) concerne les 
mésappariements d’un seul nucléotide ou de petites boucles de nucléotides non appariées 
(jusqu’à 4 nucléotides) survenant lors de la réplication. Chez l’homme, le MMR nécessite 
l’intervention de deux complexes, l’hétérodimère hMSH2/hMSH6 qui reconnaît le dommage 
et l’hétérodimère hMLH1/hPSM2 qui aurait un rôle dans la reconnaissance du brin 
endommagé. Par l’intermédiaire de la DNAse IV (endonucléase), le brin incorrect est excisé 
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sur une longueur de 100 à 1000 nucléotides. L’ADN polymérase δ ou ε, assistée du PCNA 
(proliferating cell nuclear antigen) ou du facteur de replication C (RFC), allonge ensuite 
l’extrémité 3’-OH de la brèche en prenant comme modèle le brin parental intact. Pour finir, 
l’ADN ligase I ligature par une liaison phosphodiester le dernier nucléotide mis en place au 
nucléotide suivant (Figure 28) (Hoeijmakers, 2001). 
Le groupe de Peter Glazer a montré que la protéine hMLH1, qui appartient au deuxième 
complexe du MMR chez l’homme, est sous-exprimée en hypoxie (Mihaylova et al., 2003). En 
effet, une diminution du niveau de l’ARNm ainsi que de la protéine de hMLH1 est observée 
lors de l’hypoxie (24 et 48 h) ou du traitement avec un hypoxo-mimétique, la desferrioxamine 
(DFX) (24 h). Cette diminution de hMLH1 s’accompagne de la déstabilisation de son 
partenaire protéique, hPMS2 sans modification de son ARNm. Dans cette étude, les auteurs 
n’ont pas observé de modifications du niveau d’expression des autres protéines du MMR. 
Cependant en 2005, une étude menée par le groupe de LE Huang a rapporté une diminution 
de l’expression des protéines hMSH2 et hMSH6, qui appartiennent au premier complexe du 
MMR, en hypoxie (48 h, 1 % O2) (Koshiji et al., 2005). En effet, le niveau des ARNm de 
hMSH2 et hMSH6 est diminué ce qui mène à une baisse du niveau d’expression de ces deux 
protéines. Les auteurs ont montré que cet effet était dépendant de HIF-1α, de Myc et de p53. 
Leur hypothèse est que le facteur de transcription Sp1 est lié constamment aux promoteurs de 
hMSH2 et hMSH6 et qu’en normoxie, il recrute Myc qui a un effet positif sur la transcription. 
En revanche en hypoxie, la liaison de Myc à Sp1 est déplacée au profit de HIF-1α, par un 
mécanisme dépendant de p53. Ceci a pour effet d’inhiber la transcription de ces deux 
protéines. 
En 2007, le groupe de Glazer a confirmé les résultats du groupe de Huang puisqu’ils ont 
retrouvé une diminution du transcrit et de la protéine hMSH2 en hypoxie (48 h, 0.01 % O2) 
(Bindra and Glazer, 2007a). Cependant, si ces deux équipes s’accordent sur le rôle de Myc 
dans la diminution de la transcription de hMSH2 en hypoxie, le groupe de Glazer a pu 
déterminer que cet effet est retrouvé dans des lignées déficientes en HIF-1α et qu’il est donc 






Figure 28. La réparation par le MMR. D’après Hoeijmakers, Nature, 2001.
Reconnaisance du dommage
Identification du brin endommagé
Excision et resynthèse
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ii. La recombinaison homologue 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, deux voies de réparation sont en compétition afin de 
réparer les cassures doubles brins de l’ADN, la recombinaison homologue ou HR et la 
jonction d’extrémités non homologues ou NHEJ. La HR est un mécanisme fidèle de 
réparation basé sur l’utilisation de la chromatide sœur comme modèle pour guider la 
réparation du brin endommagé. Ce processus de réparation ne peut donc avoir lieu qu’au 
cours des phases S tardive, G2 et M du cycle cellulaire lorsque la chromatide sœur est 
présente. Elle peut être schématiquement séparée en quatre étapes : la reconnaissance par le 
complexe MRN, la formation d’un filament nucléoprotéique avec invasion du brin 
homologue, la synthèse d’ADN et la résolution des jonctions de Holliday (Figure 29).  
Une fois la cassure détectée, l’activité exonucléase 5’-3’ du complexe MRN va engendrer une 
longue extrémité simple brin, 3’ sortant de plus de 100 paires de bases. Cette extrémité va 
servir de substrat pour recruter la machinerie de réparation. Dans un premier temps, la 
protéine RPA se fixe sur l’ADN simple brin afin de le protéger de la dégradation et de 
faciliter la formation du filament Rad51 en position 3’. Rad51, aidé de Rad52 et Rad54, va 
initier la recherche de séquences d’homologie au niveau de la chromatide sœur qui va servir 
de matrice. Une fois la séquence trouvée, des jonctions de Holliday vont être formées. Une 
des extrémités libre va envahir l’hélice d’ADN intacte et permettre ainsi l’échange de brins. 
Puis l’extrémité libre 3’ va s’hybrider au niveau de la matrice et une ADN polymérase va 
permettre la synthèse du brin. Une fois la polymérisation du nouveau brin terminée, les 
jonctions de Holliday se referment et le brin nouvellement synthétisé est ligaturé par l’ADN 
ligase I (Hoeijmakers, 2001). BRCA1 et BRCA2, activées par ATM, jouent aussi un rôle dans 
la HR. Ces protéines interagissent avec Rad51 et semblent stimuler la HR. En effet, BRCA2 
aide au recrutement de Rad51 sur l’ADN et BRCA1 pourrait servir de coordinateur à la HR 
(Valerie and Povirk, 2003). 
Le groupe de Glazer a montré que l’expression de la protéine Rad51 est diminuée en hypoxie 
(24 et 48 h, 0.01 % O2) ou après traitement au DFX (24 h) (Bindra et al., 2004). Cette 
diminution est visible au niveau de l’ARNm sans modification de sa demi vie ce qui indique 
que le mécanisme de régulation joue au niveau de la transcription. En effet, l’activité de 
transcription au niveau du promoteur de Rad51 est réprimée en hypoxie. De plus, cette 
diminution est indépendante du cycle cellulaire (la diminution est visible quelque soit la phase 
du cycle, G1 ou S) et indépendante de la présence des protéines HIF-1α et pVHL. La 
diminution de BRCA1 a également été observée en hypoxie (48 h, 0.01 % O2) (Bindra et al., 
Figure 29. La réparation par recombinaison homologue. D’après Hoeijmakers, 
Nature, 2001.
Reconnaissance du dommage
Formation du filamament 
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2005). Cette diminution est aussi liée à la répression de sa transcription. En 2007, le 
mécanisme de répression de la transcription de Rad51 et BRCA1 en hypoxie a été élucidé. Ce 
mécanisme repose sur l’implication des facteurs de transcription la famille E2F. Cette famille 
est composé de facteurs activateurs et inhibiteurs de la transcription. En hypoxie, la liaison du 
facteur activateur E2F1 au niveau des promoteurs de Rad 51 et BRCA1 est déplacée au profit 
d’un facteur inhibiteur E2F4. Ainsi la formation du complexe E2F4/p300 réprime la 
transcription des protéines Rad51 et BRCA1 (Bindra and Glazer, 2007b). 
 
La diminution de deux protéines majeures de la HR, Rad51 et BRCA1, en hypoxie a comme 
conséquence une diminution de la réparation des CDBs par RH sans modification 
significative de la réparation des CDBs par NHEJ (Bindra et al., 2005). Pourtant plusieurs 
équipes observent une augmentation de la NHEJ lorsque la HR est inhibée et inversement 
(Valerie and Povirk, 2003). Les protéines de la NHEJ ont été étudiées en hypoxie (72 h, 0.2 % 
O2) dans des cellules prostatiques humaines. Les auteurs ont trouvé une diminution du niveau 
des ARNm de plusieurs protéines de cette voie de réparation : Ku70, Ku80, DNA-PKcs, ADN 
ligase IV et à un moindre niveau XRCC4, en hypoxie. En revanche, ils n’ont trouvé aucune 
modification du niveau d’expression de ces protéines (Meng et al., 2005). Ces résultats sont 
en contradiction apparente avec une autre étude parue en 2004 qui suggère qu’il pourrait 
exister une régulation positive et précoce de la NHEJ dans les cellules hypoxiques (2, 4 et 8 h, 
1 % O2). Ainsi, une augmentation de l’expression et de l’activité de liaison à l’ADN de 
l’hétérodimère Ku (accompagnée d’une augmentation de l’activité kinase du complexe) a été 
retrouvée dans des lignées d’hépatocarcinomes humains en hypoxie (Um et al., 2004). Ces 
différences pourraient dépendre du modèle cellulaire, du signal inducteur (sévérité et durée de 
l’hypoxie) et/ou du niveau de régulation (ARNm ou protéines) étudiés. Cependant, il est 
possible que l’hypoxie participe à l’augmentation de l’instabilité génétique en favorisant une 
réparation infidèle (NHEJ) par rapport à une réparation fidèle (HR). De plus, des études ont 
montré qu’il existe des sous-catégories de NHEJ plus ou moins fidèles. Et de façon 
intéressante, en présence de cassures doubles brins de l’ADN, l’absence de BRCA1 est 
associée à l’utilisation par la cellule d’une voie de réparation par NHEJ plus infidèle (Wang et 
al., 2006; Zhuang et al., 2006). Ainsi, la diminution de l’expression de BRCA1 en hypoxie 
pourrait aussi contribuer à l’utilisation d’une NHEJ plus infidèle et accentuer l’instabilité 
génétique dans ces conditions. 
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Au cours de la croissance tumorale, l’hypoxie induit donc une instabilité génétique qui 
participe à l’apparition de mutations au sein des cellules constituant la tumeur. Ces cellules 
instables vont contribuer par un cercle vicieux à la progression tumorale (Figure 30). 
 
c) Stress réplicatif et hypoxie 
 
Plusieurs arguments de la littérature suggèrent que l’hypoxie sévère est impliquée dans 
l’apparition d’un stress réplicatif dans les cellules. En effet, le maintien des cellules dans un 
environnement contenant 0.5 % d’O2 est associé à un ralentissement voire même un arrêt du 
cycle cellulaire (Carmeliet et al., 1998; Goda et al., 2003). Ce blocage du cycle cellulaire se 
produit de façon spécifique en phase S, les cellules soumises à une hypoxie sévère de 0.02 % 
n’incorporant plus la thymidine tritiée, ni le BrdU (Hammond et al., 2002; Hammond et al., 
2003b). Dans ces mêmes conditions, la protéine ATR est relocalisée sous la forme de foyers 
nucléaires et est impliquée dans la phosphorylation de p53 sur la serine 15. Ces résultats 
montrent qu’en hypoxie 0.02% d’O2, ATR est activée (Hammond et al., 2002). De façon 
intéressante, la relocalisation d’ATR sous forme de foyers et la phosphorylation de p53 sont 
retrouvés lorsque les cellules sont traitées à l’aphidicoline ou à l’hydroxyurée, deux 
inhibiteurs de la réplication (Hammond et al., 2002; Hammond et al., 2003b). Il existe donc 
bien un stress réplicatif en hypoxie, quelle en est l’origine ?  
 
L’origine du stress réplicatif en hypoxie pourrait être multifactorielle, elle pourrait en effet 
intervenir au niveau de l’initiation ou de l’élongation de la réplication. Le groupe d’A. 
Giaccia a montré, en 2003, que le mécanisme d’induction du stress réplicatif est différent 
entre l’hypoxie et les traitements à l’hydroxyurée et l’aphidicoline. Ces deux inhibiteurs de la 
réplication sont respectivement impliqués dans l’inhibition de la synthèse des ribonucléotides 
et de la liaison des dNTP aux ADN polymérases réplicatives α et δ. Et en effet, l’ajout de 
ribonucléotides dans les cellules en hypoxie ne permet pas la reprise de la réplication 
contrairement à leur ajout sur des cellules traitées à l’hydroxyurée (Hammond et al., 2003b). 
L’hypothèse retenue actuellement suggère que l’inhibition de la réplication serait liée à la fois 
à une inhibition de l’initiation et de l’élongation. En effet, le groupe d’Hammond a réalisé du 
peignage moléculaire sur des cellules en hypoxie. Ainsi, ils ont pu observer un blocage des 
fourches de réplication ainsi qu’une répression des origines de réplication dans ces conditions. 
Enfin, ils ont montré que le blocage des fourches de réplication est lié à une diminution du 
Figure 30. Hypoxie, instabilité génétique et progression tumorale. L’hypoxie induit 
une instabilité génétique participant à l’apparition de mutations au sein des cellules de 
la tumeur. Ces cellules vont contribuer par un cercle vicieux à la progression tumorale. 
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pool de dNTP, due à l’inhibition de la ribonucléotide réductase, lorsque les cellules sont 
cultivées dans une atmosphère hypoxique (Pires et al.).  
 
 
d) Modifications de la chromatine en hypoxie 
 
i. L’acétylation des histones 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, le complexe HIF-1 permet de réguler positivement 
l’expression de gènes cibles impliqués dans l’adaptation à l’hypoxie. Pour cela, HIF-1 
interagit avec des co-activateurs parmi lesquels les histones acétyltransférases, p300 et CBP. 
Bien que cette interaction entre HIF-1 et p300/CBP soit critique pour l’induction d’un large 
pourcentage de gènes induits par l’hypoxie, peu d’études se sont intéressées aux niveaux 
d’acétylation des histones des promoteurs de ces gènes.  
Une étude menée par A. Johnson a montré que l’hypoxie induit une large répression de la 
synthèse des ARN totaux et des ARNm, de façon indépendante de HIF-1. Afin d’étudier le 
mécanisme moléculaire impliqué dans cette répression de la transcription, les auteurs ont 
préparé par fractionnement biochimique, sur des cellules d’hépatocarcinomes, des fractions 
enrichies en histones. Ils ont ainsi pu déterminer que lorsque les cellules sont maintenues dans 
un environnement hypoxique (0.2 % d’O2, 48 h), l’acétylation de l’histone H3 sur le résidu 
lysine en position 9 (H3K9) est diminuée de 32 %, évènement généralement associé à une 
répression de la transcription, et que l’acétylation de l’histone H3K14 est multipliée par 2, 
évènement associé le plus souvent à une activation de la transcription. De même, la 
méthylation des résidus lysines des histones, associée à une répression ou une activation de la 
transcription, est aussi modifiée en hypoxie. Ensemble, ces résultats montrent que l’hypoxie 
induit globalement tout un panel de modifications d’histones, associées à une activation ou 
une répression de la transcription (Johnson et al., 2008). 
 
Quels sont les mécanismes impliqués dans la régulation de l’acétylation des histones en 
hypoxie ? 
En condition d’hypoxie sévère, les cellules opèrent, comme nous l’avons vu précédemment, 
un « switch » métabolique inhibant ainsi la production d’acétyl-coA à partir de pyruvate. Cet 
acétyl-coA est le substrat majeur des réactions d’acétylation et de façon hypothétique, la 
diminution du taux d’acétyl-coA dans la cellule pourrait conduire à une diminution de 
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l’acétylation des histones (Costa et al., 2005). De plus, l’acétylation des histones est 
également régulée dans les cellules par des histones désacétylases (HDAC), qui pourraient 
constituer le deuxième niveau de régulation d’acétylation des histones en hypoxie. Les HDAC 
sont réparties en trois catégories : les HDAC de classe I comprenant les protéines HDAC 1, 2, 
3 et 8, de structure similaire et exprimées de façon ubiquitaire; les histones de classe II 
comprenant les protéines HDAC 4, 5, 6, 7, 9 et 10 et possédant un domaine désacétylase très 
conservé ; les histones de classe III comprenant les HDACs analogues à la protéine Sir2 de la 
levure, les sirtuins qui fonctionnent de façon dépendante du NAD ; HDAC11 qui possède des 
domaines conservés des HDAC de classe I et II mais est assez distincte des deux, et forme 
donc à elle seule la classe IV (Gao et al., 2002; Khochbin et al., 2001). Une étude menée par 
le groupe de C. Mendelson a montré une réduction globale de l’acétylation de l’histone H3 
associée à une augmentation des ARNm codants pour les HDAC1, 2, 4 et 11, dans des 
cellules fœtales de poumons exposées à 2 % d’O2 pendant 24 heures (Islam and Mendelson, 
2006). Cependant, aucune étude ne s’est intéressée à l’expression des HDAC au niveau 
protéique en hypoxie, ni à leur activité.  
 
ii. La phosphorylation de l’histone H2AX 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, l’histone H2AX phosphorylée, sur la serine 139, est 
nommée γH2AX et est utilisée comme marqueur de l’activation d’une réponse aux dommages 
de l’ADN. En effet, cette histone est phosphorylée en réponse aux cassures doubles brins de 
l’ADN par les protéines ATM et DNA-PK (Rogakou et al., 1999; Stiff et al., 2004). Elle est 
aussi phosphorylée par la protéine ATR en réponse aux blocages de fourches de réplication 
(Ward and Chen, 2001). De façon intéressante, le groupe d’A. Giaccia a montré en 2003 que 
l’histone H2AX est phosphorylée en hypoxie sévère (0.02 % O2, 18 h), relocalisée sous la 
forme de foyers nucléaires, et que sa phosphorylation est dépendante de la protéine ATR dans 
ces conditions (Hammond et al., 2003a). De plus, une étude parue en 2009 a permis d’établir 
que l’histone H2AX est impliquée dans la néovascularisation induite par l’hypoxie 
(Economopoulou et al., 2009), suggérant ainsi son importance dans la réponse hypoxique. 
 
e) L’hypoxie induit-elle des cassures doubles brins de l’ADN ? 
 
La phosphorylation de l’histone H2AX en hypoxie, de façon ATR dépendante, est un 
argument  de plus en faveur de la présence de fourches de réplication bloquées en hypoxie, 
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pouvant expliquer l’existence du stress réplicatif observé dans ces conditions. Cependant 
comme nous l’avons vu ci-dessus, H2AX peut également être phosphorylé en réponse aux 
cassures doubles brins de l’ADN (CDBs) et relocalisé sous la forme de foyers nucléaires. La 
détection des foyers γH2AX est d’ailleurs utilisée pour la quantification des CDBs, un foyer 
correspondant à une cassure (Rogakou et al., 1999). Une question s’impose donc : y-a-t’il des 
CDBs en hypoxie ?  
L’existence de foyers γH2AX au niveau de cellules cultivées dans un environnement 
hypoxique (0.02 % O2, 18 h) a été rapportée, comme nous venons de le voir, dans une étude 
du groupe d’A. Giaccia et dans ce cas elle a été attribuée au stress réplicatif (Hammond et al., 
2003a). De plus dans une étude parue en 2002, ce même groupe n’avait pu mettre en évidence 
la présence de CDBs par la réalisation d’un essai comète (0.02 % O2, 24 h) (Hammond et al., 
2002). A cette date, l’hypothèse retenue suggérait l’absence de CDBs en hypoxie. 
En 2006, le groupe de Huang a montré, qu’en hypoxie, la protéine HIF-1α est impliquée dans 
la diminution de l’expression de l’ARNm de Nbs1, membre du complexe MRN impliqué dans 
la détection des CDBs. Le mécanisme impliqué dans cette inhibition est le même que celui 
impliqué dans l’inhibition de hMSH2 et implique le facteur de transcription Sp1. De façon 
intéressante, les auteurs ont montré que cette inhibition de Nbs1 en hypoxie est responsable de 
l’apparition de foyers γH2AX, qu’ils ont attribués à l’existence de CDBs (To et al., 2006).  
 
Ces exemples montrent que la présence de CDBs en hypoxie est une question qui reste très 
débattue dans la bibliographie et notamment en raison de la sensibilité des techniques utilisées 
pour la détection de ces CDBs. Les derniers arguments permettant de répondre à cette 
question ont été amenés par l’étude de l’activation de la protéine ATM en hypoxie. Dans une 
étude parue en 2003, l’équipe d’Amato Giaccia  n’avait pas observé d’activation d’ATM en 
hypoxie (0.02 % O2) mais seulement lors de la réoxygénation (Hammond et al., 2003a). Dans 
une autre étude, ils avaient finalement retrouvé une activation de la protéine ATM via sa 
phosphorylation sur la serine 1981, en hypoxie (0.01 % O2, 15 h) (Freiberg et al., 2006), et 
venaient ainsi confirmer les résultats du groupe de Peter Glazer qui avait montré une 
phosphorylation de Chk2 de façon dépendante d’ATM en hypoxie (0.01 % O2, 48 h) (Gibson 
et al., 2005). La protéine ATM est donc activée en hypoxie mais cette protéine est, comme 
nous l’avons vu précédemment, activée en réponse aux CDBs. Le mécanisme impliqué dans 
l’activation d’ATM en hypoxie est-il dépendant des CDBs ?  
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Une partie de la réponse à cette question a été amenée par la dernière étude d’Ester Hammond 
parue en 2009, dans laquelle les auteurs ont retrouvé une activation de la protéine ATM en 
hypoxie (0.02 % O2) et ce dès 12 heures de traitement. Les auteurs ont montré que l’activation 
d’ATM via sa phosphorylation sur la serine 1981 était le résultat de son auto-phosphorylation. 
En utilisant des lignées déficientes pour la protéine Nbs1 et donc pour le complexe MRN, ils 
ont pu établir que le mécanisme d’activation d’ATM en hypoxie est indépendant du complexe 
MRN. Ce premier résultat est un argument en faveur d’une activation d’ATM en hypoxie, 
indépendante des CDBs. Enfin, de la même façon que l’histone H2AX activée se relocalise 
sous forme de foyers, la protéine ATM forme également des foyers lorsqu’elle est activée par 
des CDBs (Bakkenist and Kastan, 2003). Les auteurs ont ainsi pu montré que même si la 
protéine ATM est activée, via son auto-phosphorylation sur la serine 1981 en hypoxie, son 
comportement est différent dans la cellule. En effet, les signaux ATM et P-ATM (serine1981) 
obtenus en immunofluorescence sont diffus dans les noyaux en hypoxie (Bencokova et al., 
2009).  
Cette absence de relocalisation en foyers de la protéine ATM activée et le fait que son 
activation soit indépendante du complexe MRN, en hypoxie, suggèrent fortement que ATM 
est activée en hypoxie par une voie alternative indépendante des CDBs et semblent confirmer 
l’absence de CDBs dans ces conditions. Quel est donc le mécanisme impliqué dans 
l’activation d’ATM en hypoxie ? La protéine ATM peut-elle être activée en absence de 
CDBs ? Plus largement, une réponse aux dommages de l’ADN, impliquant les protéines ATM 
et DNA-PK, peut-elle être activée en absence de CDBs ? 
 
2. Activation des PI3KKs ATM et DNA-PK sans cassures doubles brins de 
l’ADN 
 
La présence de CDBs au sein des cellules permet d’activer une réponse aux dommages de 
l’ADN. L’activation de cette réponse va conduire à l’arrêt du cycle cellulaire et à l’activation 
des voies de réparation. Les acteurs de cette réponse sont représentés, entre autres, dans la 
cellule par les protéines du complexe MRN (MRE11/Rad50/Nbs1) et les PI3KKs (ATR, 
ATM et DNA-PK) qui phosphorylent l’histone H2AX et les effecteurs situés en aval, les 
checkpoint kinases Chk1 et Chk2. La réponse aux dommages de l’ADN est initiée par le 
recrutement rapide de tous ces facteurs aux sites des dommages, pour former un complexe 
multi-protéique de réparation. Ces protéines peuvent-elles être activées en absence de CDBs ? 
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a) Activation d’une réponse aux dommages de l’ADN en absence de 
CDBs 
 
Récemment encore, l’activation de la réponse aux dommages de l’ADN était strictement 
associée à l’induction de cassures au niveau de l’ADN. Ce dogme a été remis en question par 
plusieurs observations menées chez la levure et dans des cellules de mammifères.  
Le groupe de M. Blagosklonny a montré en 2009 que l’induction de la sénescence, en réponse 
au traitement par le sodium-butyrate (NaB), un inhibiteur d’histones désacétylases (HDAC), 
ou par l’expression ectopique des protéines p21 ou p16, est impliquée dans l’activation d’une 
réponse aux dommages de l’ADN. Ils ont, en effet, pu observer dans ces conditions, la 
formation de foyers γH2AX et un signal P-ATM plus diffus. La réalisation d’un essai comète 
ne leur a pas permis de mettre en évidence des CDBs. En conclusion, la sénescence cellulaire 
conduit à l’activation d’une réponse aux dommages de l’ADN atypique, indépendante des 
CDBs (Pospelova et al., 2009). 
D’autres études suggèrent que cette réponse aux dommages de l’ADN peut être induite sans 
cassures. Deux groupes, celui de Paul Toczyski et celui de Tom Misteli, ont montré, chez la 
levure et chez les mammifères respectivement, que l’immobilisation des protéines de 
réparation au niveau de la chromatine mime la formation de foyers de protéines de réparation 
sans CDBs et active une réponse aux dommages de l’ADN (Bonilla et al., 2008; Soutoglou 
and Misteli, 2008). Pour cela, ils ont utilisé un modèle basé sur l’intégration dans l’ADN 
chromosomique d’opérons Lac (LacO) et la transfection des cellules par un ADNc codant 
pour des protéines de réparation fusionnées avec un répresseur Lac (LacR). Ainsi, les 
protéines de fusion sont recrutées et retenues au niveau des sites LacO, sous la forme de 
foyers. L’équipe de Tom Misteli a par exemple montré que l’immobilisation de Nbs1 et 
MRE11 au niveau de la chromatine est impliquée dans l’activation d’une réponse aux 
dommages sans CDBs, comme le montre la phosphorylation de γH2AX autour des sites LacO. 
L’activation de cette réponse aux dommages sans CDBs a également été étudiée par le groupe 
d’O. Fernandez-Capetillo qui dispose d’un système permettant d’activer la protéine ATR de 
façon conditionnelle (Toledo et al., 2008). En effet, un domaine unique de la protéine TopBP1 
(DNA topoisomérase 2-binding protein 1) stimule l’activité kinase d’ATR. Ils ont donc 
construit un système rétro-viral contenant le fragment de TopBP1 concerné, et inductible par 
le tamoxifène. En utilisant ce modèle, ils ont pu mettre en évidence que le traitement des 
cellules au tamoxifène induit la phosphorylation de l’histone H2AX et permet donc 
 65
l’activation d’une réponse aux dommages de l’ADN sans CDBs, conduisant à l’arrêt du cycle 
cellulaire et à la sénescence.  
Ces différentes études ont donc permis de mettre en évidence l’activation d’une réponse aux 
dommages de l’ADN d’une manière indépendante des CDBs. De façon intéressante, la 
première étude citée, menée dans l’équipe de M. Blagosklonny (Pospelova et al., 2009), 
utilisant un inhibiteur des HDAC, le NaB, suggère que la machinerie de réponse aux 
dommages ne détecterait pas les lésions de l’ADN, mais plutôt des modifications de la 
structure chromatinienne.  
 
b) Activation d’ATM en absence de CDBs 
 
La dernière notion, évoquée ci-dessus, suggérant l’activation d’une réponse aux dommages de 
l’ADN en présence de modifications de la chromatine, serait en accord avec le fait que la 
protéine ATM est activée en réponse à des modifications de la chromatine. En effet, une étude 
menée par le groupe de M. Kastan en 2003 a permis d’établir que le traitement de fibroblastes 
primaires par la Trichostatin A (TSA, 8 h), un inhibiteur de HDAC, est impliqué dans 
l’activation de la protéine ATM, comme le montre sa phosphorylation sur le résidu serine 
1981 (Bakkenist and Kastan, 2003). De plus dans cette même étude, les auteurs ont montré 
que la phosphorylation de la protéine ATM sur la serine 1981 apparaît également en réponse 
au traitement par le chlorure de sodium, NaCl, pendant une heure (Bakkenist and Kastan, 
2003). Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans l’activation d’ATM en 
réponse à ces deux traitements n’ont pas été élucidés. Une autre étude s’est intéressée à 
l’activation d’ATM en réponse à la TSA et a permis de montrer que ce traitement induit une 
réponse aux dommages de l’ADN selon un mécanisme dépendant d’ATM. En effet en 
réponse à la TSA (10 µM pendante 12 h, 24 h ou 36 h), les auteurs ont observé l’apparition de 
foyers γH2AX, d’une manière ATM dépendante. De façon intéressante dans ces conditions, 
leur formation est retardée par rapport à des cellules traitées aux radiations ionisantes. Ces 
résultats suggèrent qu’en présence de TSA, la réponse aux dommages, qui est initiée, ne 
dépend pas de la formation de CDBs (Lee, 2007). 
Une dernière étude a permis de montrer que ATM peut être activé en absence de CDBs. En 
effet, l’induction d’un choc thermique (43°C, 30 minutes) dans des fibroblastes 
embryonnaires de souris est impliqué dans l’activation d’ATM, comme le montre son 
autophosphorylation sur la serine 1981. Cette activation est associée à une augmentation de 
l’activité kinase d’ATM. Les auteurs ont déterminé par l’utilisation de lignées déficientes 
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pour la protéine MRE11 que l’activation d’ATM était indépendante du complexe MRN dans 
ce cas. Cet argument suggère que l’activation d’ATM est indépendante des CDBs. Enfin, 
l’induction de ce choc thermique est également associée à l’apparition de foyers γH2AX de 
façon ATM dépendante (Hunt et al., 2007). 
 
c) Activation de la DNA-PK en absence de CDBs 
 
Le groupe de S. Jackson a montré par la réalisation d’expériences de double hybride que la 
protéine de liaison à l’ADN, C1D, interagit avec la DNA-PKcs et que cette protéine est un 
substrat de la DNA-PK in vitro. Ces deux protéines interagissent aussi in vivo dans des 
cellules de mammifères. Enfin, ils ont établi que la protéine C1D est impliquée dans 
l’activation de la DNA-PK de façon indépendante d’extrémités libres de l’ADN et donc des 
CDBs (Yavuzer et al., 1998). 
 
3. Activation des PI3KKs ATM et DNA-PK en hypoxie  
 
Comme nous l’avons vu, l’hypoxie entraîne l’activation d’une réponse aux dommages de 
l’ADN, impliquant les PI3KKs ATR et ATM. La protéine ATR est activée par le stress 
réplicatif induit par l’hypoxie. En revanche, nous venons de voir que plusieurs arguments de 
la littérature suggèrent que l’hypoxie n’induit pas l’apparition de CDBs au niveau de l’ADN. 
De plus, l’activation d’une réponse aux dommages de l’ADN peut apparaître en absence de 
CDBs. Ainsi la protéine ATM pourrait jouer un rôle dans la réponse hypoxique et être 
activées dans ces conditions, selon un mécanisme indépendant des CDBs, mais dépendant de 
modifications de la chromatine. Cette hypothèse est appuyée par les études de M. Kastan et de 
JS Lee qui ont permis d’établir que la protéine ATM est activée par un traitement à la 
Trichostatin A, un inhibiteur de HDAC (Bakkenist and Kastan, 2003; Lee, 2007). L’activation 
de la DNA-PK dans ce contexte n’a jamais été étudiée alors que Sun et al. ont démontré que 
l’acétylation des histones facilite l’activation de la DNA-PK en réponse aux CDBs (Sun et al., 
2006) (Figure 31).  
 
Nous avons ainsi montré dans la dernière partie de ce manuscrit que la DNA-PK est activée 
en hypoxie, dès 1 % d’O2. Nos résultats suggèrent que la DNA-PK serait activée par une voie 
non classique, indépendante des CDBs. L’hypoxie est associée à des modifications des 












Modifications de la chromatine 
Cassures doubles brins ?
DNA-PK
Figure 31. Activation des PI3KKs ATR et ATM en hypoxie. 
Qu’en est-il de la DNA-PK? 
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chromatine sont responsables de l’activation de la DNA-PK dans ces conditions. De plus, 
l’activation de la DNA-PK est impliquée dans le contrôle de la stabilité de HIF-1α, 






L’objectif de mon travail de thèse a été d’étudier le lien entre la signalisation des dommages 
de l’ADN et l’adaptation cellulaire à l’hypoxie. De façon plus précise, nous nous sommes 
intéressés à une famille de protéines de réponse au stress, les analogues de PI3K (les 
PI3KKs), comprenant entre autre les protéines ATM et DNA-PK. 
La première partie de ce travail a consisté à analyser l’effet de l’absence d’ATM sur 
l’accumulation de HIF-1. Outre un rôle dans l’adaptation à l’hypoxie, cet effet permettrait 
d’expliquer certains aspects de l’Ataxie Telangiectasie, syndrome associé à l’absence d’ATM 
chez l’homme. 
La protéine ATM est activée lors d’un traitement hypoxique (< 0.1 % d’O2), cette activation 
est-elle impliquée dans l’adaptation cellulaire à l’hypoxie ? Nous avons donc, dans un 
deuxième temps, étudié l’effet de l’inhibition d’ATM sur l’accumulation de HIF-1 en 
hypoxie. Pour cela, nous avons utilisé une approche pharmacologique en utilisant le 
KU55933, inhibiteur spécifique de l’activité kinase d’ATM. 
Dans la dernière partie, nous avons montré que l’hypoxie entraînait une activation de la DNA-
PK, dès 1 % d’O2. Le mécanisme moléculaire impliqué dans cette activation est indépendant 
des cassures doubles brins de l’ADN, nous avons donc cherché à comprendre quelles 
modifications de l’ADN pouvaient induire l’activation de voies de réponse aux dommages. 
Pour finir, nous avons étudié les conséquences de l’activation de la DNA-PK sur 
























I. L’absence d’ATM régule positivement l’expression de HIF-1 : implication du 
stress oxydatif et rôle dans la physiopathologie de l’Ataxie Telangiectasie 
 
Les patients, porteurs de mutations homozygotes du gène ATM, sont atteints d’un syndrome 
l’Ataxie Telangiectasie (AT). Cette maladie est une maladie autosomique récessive qui se 
caractérise par différentes manifestations cliniques parmi lesquelles, une dégénérescence 
cérébelleuse, des telangiectasies oculocutanées, une immunodéficience, une hypersensibilité 
aux radiations ionisantes ainsi qu’une prédisposition aux cancers. Ces deux derniers 
symptômes peuvent s’expliquer par le rôle de la protéine ATM dans la signalisation et la 
réparation des cassures doubles brins de l’ADN. De plus, les cellules déficientes en ATM 
présentent une augmentation du stress oxydatif qui contribue à l’apparition de l’aspect 
neurodégénératif de la maladie. Cependant, certains des symptômes de la maladie restent pour 
le moment inexpliqués, comme les anomalies de la vascularisation ou encore l’intolérance au 
glucose et la résistance à l’insuline.  
Le régulateur central de la réponse hypoxique, le facteur de transcription HIF-1 régule 
l’expression de gènes cibles impliqués, entre autre, dans l’angiogenèse, comme le VEGF, et le 
métabolisme cellulaire, comme le transporteur de glucose Glut-1.  
Dans cette première partie, j’ai donc étudié le niveau d’expression de HIF-1 et de ses gènes 
cibles, en normoxie et en hypoxie, dans des cellules déficientes pour la protéine ATM. En 
effet, la régulation positive de l’expression et de l’activité de HIF-1 pourrait expliquer 
l’origine des anomalies de vascularisation et la résistance à l’insuline observées chez les 
patients AT.  
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Ataxia Telangiectasia (AT) is an autosomal recessive disorder characterized by a wide variety of progressive 
clinical symptoms. This includes neuronal degeneration, oculocutaneous telangiectasias, diabetes mellitus, 
immunodeficiency, increased risk of cancer and sensitivity to ionizing radiation. The gene mutated in this 
disease, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), encodes a protein kinase involved in DNA double strand breaks 
signalling and repair. ATM deficient cells also display an increase in oxidative stress, by poorly characterized 
mechanism(s), which clearly contributes to the neurodegenerative aspect of the disease. Despite these advances, 
the occurrence of the vascular abnormalities, glucose intolerance and insulin resistance remains poorly 
understood. In different cellular models where ATM expression was disrupted, we demonstrated that the absence 
of ATM leads to an increased expression of both subunits of the transcription factor Hypoxia Inducible Factor 1 
(HIF-1). We also observed enhanced trans-activating functions of HIF-1. HIF-1 is the central regulator of 
responses to hypoxia which induces the transcription of genes involved in angiogenesis (e.g VEGF -Vascular 
Endothelial Growth Factor) and cellular metabolism (e.g GLUT-1). Interestingly, we demonstrated that ATM 
disruption positively regulates both expression and function of the basal glucose transporter GLUT-1 as well as 
the proangiogenic factor, VEGF. In addition, our results suggest that the absence of ATM increases HIF-1 
proteins biosynthesis, and this effect is dependant on the oxidative stress existing in ATM deficient cells. Our 
compelling results highlight a new link between ATM deficiency and the clinical features of the disease and 
provide a molecular link between ATM down-regulation and the increase in tumor angiogenesis observed in 
human breast cancers. 
 
Keywords: Ataxia Telangiectasia, Hypoxia, Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF-1), Oxidative stress, 
Telangiectasia, Angiogenesis, Insulin resistance. 
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Introduction 
Ataxia Telangiectasia (AT) is an autosomal recessive disorder characterized by a wide variety of progressive 
clinical symptoms. This includes neuronal degeneration, which primarily affects the cerebellum and leads to 
severe neuromotor dysfunction, oculocutaneous telangiectasias, diabetes mellitus, immunodeficiency, increased 
risk for cancer and sensitivity to ionizing radiation1. The gene mutated in this disease, ATM (Ataxia 
Telangiectasia Mutated), encodes a protein kinase that is a member of the phosphatidylinositol-3-kinase related 
kinase family (PI3KK), a family initiating cellular stress response when genome integrity, mRNA translation, or 
nutrient availability is compromised2. Within this family, ATM is involved in DNA double strand breaks 
signalling and repair, a function that explains both the hypersensitivity to IR and predisposition to cancer 
observed in AT patients3. ATM deficient cells elicit an increased oxidative status which clearly contributes to the 
neurodegenerative aspect of the disease4. Despite these advances, some of the clinical symptoms of the disease 
remain poorly understood such as oculocutaneous telangiectasias, glucose intolerance and insulin resistance5-7. 
Telangiectasias, which are one of the hallmarks of the disease, have been reported to be enlargement of blood 
vessels appearing in the first step of angiogenesis8. Interestingly, cultured skin fibroblasts from AT patients are 
able to release an angiogenesis-like factor into the conditioned medium9. In addition to telangiectasias, abnormal 
vasculature in the brain parenchyma or in the liver has been reported in AT patients10. Finally, the link between 
ATM deficiency and angiogenesis is reinforced by a study demonstrating that down-regulation of ATM 
expression in sporadic breast carcinomas is correlated with increased microvascular areas, by a still unknown 
mechanism11.  
According to the clinical features observed in ATM patients and in AT low-expressing tumors, we investigated 
the expression of the Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF-1) in AT deficient cells. This transcription factor 
regulates the expression of proangiogenic molecules including VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)12, 13, 
as well as genes involved in cellular metabolism such as the glucose transporter GLUT-1 (glucose transporter-
1)12. HIF-1 is the major regulator to adapt cell behavior to hypoxic conditions. HIF-1 is formed by a labile α 
subunit (HIF-1α) that is mainly targeted for normoxia-dependent degradation by the proteasomal system 
whereas its β subunit, HIF-1β, or ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator), is constitutively 
expressed12. Under hypoxic conditions, HIF-1α is stabilized, enters into the nucleus and heterodimerizes with 
HIF-1β. The heterodimer binds to Hypoxia Responsive Elements (HRE) to transactivate a variety of hypoxia-
responsive genes14 involved in angiogenesis, cell metabolism and survival therefore contributing to the 
adaptative response to hypoxic conditions. However, there is an increasing body of evidence which demonstrate 
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that a number of non-hypoxic stimuli are also highly able to turn on this transcription factor. For instance, 
stimulation of different cell types with growth factors, cytokines, vascular hormones and viral proteins can also 
lead to the induction and activation of HIF-1 (for review see15). Furthermore, HIF-1 could be also up regulated 
by genetic alterations activating oncogenes and inactivating tumor suppressor genes such as mutations in VHL 
(Von Hippel-Lindau) or deletion of PTEN (Phosphatase and Tensin homolog). For the first time, we show that 
chronic ATM deficiency increases HIF-1 expression and function, contributing to explain some of the hallmarks 




Loss of ATM leads to an over-expression of both HIF-1 subunits. To investigate the link between ATM 
deficiency and HIF-1 expression, we used two different ATM deficient lymphoblastoid cell lines, obtained from 
AT patients, and their normal counterpart matched in age and sex. As shown in figure 1A (left panel), the 
normoxic expression of both HIF-1 sub-units was strongly increased in the ATM deficient cell line GM03332 
(ATM) as compared to its wild-type (wt) (Ct) counterpart (AG14774 cell line). Similar differences in HIF-1 
expression were also observed between another ATM deficient cell line GM02782 (ATM), and its wt control 
GM03323 (Ct) (fig.1A, right panel). Interestingly, the elevated levels of HIF-1 expression in ATM deficient cells 
was maintained when the cells were exposed to mild hypoxic conditions for up to 12 h in all the tested cell lines 
(fig. 1A, right panel and data not shown). These constitutive up-regulations were observed for both subunits, the 
hypoxia-regulated sub-unit α and the constitutively expressed β sub-unit (fig. 1A). Interestingly, the levels of 
HIF-2α isoform, (displaying more tissue-specific expressions16) was unaffected by ATM status (fig. 1A). 
Finally, we demonstrated that a similar increase in HIF-1 expression, although at a lesser extent, was also 
observed in both basal and hypoxic conditions in a cell line AT 173 (Cat), expressing a catalytically inactive 
form of the ATM protein when compared to the wt cell line, AG1501117 (Ct) (fig. 1B). Taken together, these 
results show that HIF-1 expression is up regulated in ATM deficient cells and that this effect is at least in part 
dependent of the kinase activity of ATM. To accurately unravel the relationship between ATM deficiency and 
HIF-1 over-expression, we reversed the AT phenotype in two different cellular models. Firstly, we transfected 
ATM -/- fibroblasts (GM05849 cell line) with a plasmid encoding a full length ATM cDNA (AT-ATMWT). 
ATM resumption triggered a tremendous decrease in both HIF-1 subunit expressions, under normoxic and 
hypoxic conditions (fig. 2A, left panel). Thereafter, we sought to determine whether this induced HIF-1 down 
regulation was correlated with a loss-of-function. We used a pHRE-Luc reporter plasmid, which contains three 
concatamerized HIF-binding sites termed hypoxia response elements [HREs]. Strikingly, the levels of HIF-1 
trans-activating functions were decreased by 30-fold and 12-fold in normoxic and hypoxic conditions 
respectively after restoration of ATM expression (AT-ATMWT) (fig. 2A, right panel). Secondly, we established 
HeLa cells stably silenced for ATM gene expression by means of pEBVsiRNA vectors (ATMKD HeLa cells). In 
using these ATMKD cells we reinforced our results showing that ATM disruption leads to an increased HIF-1 
expression and attendant trans-activation function (fig. 2B).  
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HIF-1 over-expression in ATM -/- cells leads to increase the expression of HIF-1 target genes such as 
VEGF and GLUT-1. To investigate the cellular consequences of HIF-1 over-expression in ATM deficient cells, 
we first analyze the expression of the glucose transporter GLUT-1. As shown in fig. 3A (left panel), the levels of 
GLUT-1 mRNA, as measured by qPCR, were increased by 1.7 fold in ATMKD HeLa cells as compared to 
control cells (Ct). We confirmed these results in the ATM deficient fibroblast cell line GM05849 where an 
ectopic expression of ATM (AT-ATMWT) leads to a decrease in GLUT-1 mRNA expression by 2 and 1.9 fold in 
normoxia and hypoxia respectively (see fig. 3A, right panel). In GM05849 cells, we also observed that the 
GLUT-1 protein level is higher in the ATM deficient cells (AT-Ct) than in its ATM transfected (AT-ATMWT) 
counterpart in basal conditions (fig. 3B, left panel). Accordingly, this difference in GLUT-1 expression was 
associated to a decreased basal glucose uptake (fig. 3B, right panel). As previously described, GLUT-1 
expression is induced by hypoxic conditions and the differences between ATM deficient (AT-Ct) and proficient 
(AT-ATMWT)  cells are maintained under this stress condition (fig. 3B, left panel). Similar regulation in regards 
to ATM status was also observed for the expression of VEGF-A, another HIF-1 target gene. In the ATM 
deficient fibroblast cell line GM05849 (AT-Ct), the re-expression of ATM (AT-ATMWT) leads to a decrease in 
VEGF-A mRNA expression by 1.7 and 6.4 fold in normoxia and hypoxia respectively (see fig. 3C, left panel). In 
HeLa cells silenced for ATM (ATMKD), VEGF-A mRNA was overexpressed by almost 2-fold (fig. 3C, middle 
panel) whereas a significant increase in the levels of the VEGF-A protein was also observed in this cell line upon 
basal conditions (fig. 3C, right panel).  
 
Regulation of HIF-1 expression in ATM deficient cells occurs independently of its degradation and 
involves oxidative stress. We next investigated the mechanism of HIF-1 expression regulation as a function of 
ATM status. First, the levels of HIF-1α and β mRNA were investigated by q-PCR and we show in all tested 
models that the mRNA levels of both sub-units were unaffected by ATM status (as exemplified in fig. 4A for the 
ATM deficient fibroblast cell line GM05849 AT-Ct and AT-ATMWT). As stated before, in normoxic conditions, 
HIF-1α expression is regulated by proteasomal degradation12. First, we show that the differences in HIF-1 (both 
α and β sub-units) expression between ATM deficient cells GM05849 (AT-Ct) and their transfected counterpart 
(AT-ATMWT) were maintained in the presence of the proteasome inhibitor MG132 (Fig. 4B, left panel). Similar 
results were obtained with ATMKD HeLa cells (data not shown). To confirm that HIF-1 degradation is not 
involved in such an effect, we estimated HIF-1α half-life by measuring the time of its degradation upon 
reoxygenation. As shown in figure 4B (right panel), the kinetics of HIF-1α degradation were similar between 
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ATM-/- fibroblast cell line GM05849 (AT-Ct) and the cells transfected with full length ATM cDNA (AT-
ATMWT). By 15 min post-reoxygenation, HIF-1α protein levels reached basal levels with the initial differences 
persisting between the two cell lines. As previously described, the half-life of HIF-1 β was unaffected by the 
reoxygenation12. In the absence of regulation of HIF-1 at transcriptional or degradation levels, our results show 
that ATM regulates HIF-1 biosynthesis. Previous studies have reported that ATM deficient cells exhibit a 
chronic oxidative stress4. There is evidence that ROS can also act as signaling molecules and induce molecular 
pathways involved in protein biosynthesis18. We hypothesize that the chronic oxidative stress existing in ATM 
deficient cells could be responsible of increased HIF-1 biosynthesis. As shown in figure 4C (left panel), we first 
demonstrate that intracellular ROS generation using DCFH-DA in flow cytometry was increased in the ATMKD 
HeLa cells as compared to control cells (Ct), underlying that this model reproduced the increase in oxidative 
stress previously described in AT cells4. In the presence of the well-known anti-oxidant N-acetyl-cystein (NAC), 
the differences in ROS generation was strongly abolished between ATMKD and control cells (Ct), leading to the 
desapperance of the HIF-1 over-expression (fig. 4C, right panel).   
 
Discussion 
In this study, we used three different cell models to demonstrate that ATM protein deficiency is correlated with 
an increased expression and activity of HIF-1 protein. The increased HIF-1 trans-activating functions in ATM 
deficient cells and the subsequent over-expression of VEGF-A and GLUT-1 might be important for a better 
understanding of the physiopathology of the AT disease. It has been demonstrated that some A-T patients 
develop insulin-resistant and diabetes5-7. So far, these features of the disease have been attributed to a 
cytoplasmic function of ATM that might represent a variable proportion of the protein (10 to 20 %)19. In fact, 
ATM was shown to be an insulin-responsive protein controlling protein translation through its phosphorylation 
of a cytoplasmic, translational regulatory protein, 4E-BP120. Herein, we show that ATM deficiency is associated 
with the overexpression of the glucose transporter GLUT-1, resulting in an increased basal glucose uptake (see 
fig. 3A and B). GLUT-1 is ubiquitously expressed, and its cellular distribution resides mainly in the cellular 
plasma membrane, where it plays a major role in the basal rate of glucose transport into the cell21.  Interestingly, 
it has been previously demonstrated that over-expression of the human glucose transporter-1 protein in skeletal 
muscle of transgenic mice results in large increases in basal glucose transport, metabolism and impaired the 
stimulation of glucose transport by insulin22. In addition to alterations in glucose metabolism, over-expression of 
HIF-1 might also contribute to the occurrence of one of the hallmarks of the disease, ie the telangiectasias. HIF-1 
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is a key transcription factor in angiogenesis12, 13 and accordingly transgenic mice expressing constitutively active 
HIF-1α in epidermis displayed increased vascularity consisting of prominent reddening and vasculature of 
unfurred skin associated to a 2-fold increase in dermal capillaries23. Although not limited to the skin10, vascular 
abnormalities in AT patients are mostly characterized by the occurrence of progressive oculocutaneous 
telangiectasias appearing in sun-exposed areas during the first years of life24. Interestingly, it has been recently 
shown that UVB induces HIF-1α expression through reactive oxygen species (ROS) generation25. We therefore 
hypothesized that the levels of HIF-1 expression and subsequent HIF-1 targets, including VEGF, might be 
induced at higher levels upon UV exposure in ATM deficient cells and explained the occurrence of 
telangiectasias in sun-exposed area. However, in the models used in our study (fibroblast and HeLa cells), UV-
exposure were without effect on HIF-1 expression and the down-regulation of ATM in the HaCat keratinocyte 
cell line lead to specific and early mortality (data not shown). The mutations responsible of ataxia telangiectasia 
in biallelic mutation carriers overall confer an approximately two fold increased risk of breast cancer 
development in monoallelic mutation carriers. Moreover, studies have suggested that the ATM gene is a target 
for epigenetic silencing in locally advanced breast cancer (for review see26). A previous study has demonstrated 
that down-regulation of ATM expression in sporadic breast carcinomas is correlated with increased 
microvascular areas11. In addition to its frequent down-regulation in breast tumours, studies have demonstrated 
that high ATM gene expression level in breast cancer tissue was associated with a favorable prognosis27. It 
would be therefore of high interest to explore whether down-regulation and/or low expression of ATM in breast 
tumors correlates with a HIF-1 expression and related phenotype (such as increase glucose uptake and 
angiogenesis) leading to poor prognosis as recently proposed for BRCA1 patients28.  
Our results demonstrate that HIF-1 over-expression is linked to the chronic oxidative stress observed in ATM 
deficient cells. Links between oxidative stress and HIF-1 expression has been previously established involving 
regulation of either HIF-1 biosynthesis or degradation. HIF-1α is partly stabilized in hypoxic cells through a 
direct role of mitochondrial ROS29. ROS overproduction also mediated the stabilization of HIF-1α in JunD 
deficient cells thereby increasing tumor angiogenesis30. In this work, the accumulation of H2O2 in junD−/− cells 
decreases the availability of FeII and reduces the activity of HIF prolyl hydroxylases (PHDs) that target HIF-1α 
for degradation30. Our work shows that despite an increase in ROS (see fig. 4C, left panel), the degradation of 
HIF-1 is unaffected in ATM deficient cells (see fig. 4B) and supports a mechanism involving increase in HIF-1 
biosynthesis. ROS have been involved in the increase in HIF-1α translation in response to angiotensin II31 but 
also in response to the expression of the principal Epstein Barr virus oncoprotein, the latent membrane protein 1 
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(LMP1)32. Interestingly, this latter work shows that catalase, an H2O2 scavenger, strongly suppresses LMP1-
induced production of H2O2 and decreases the expression of HIF-1α induced by LMP132. While the notion that 
deregulation of oxidative stress is part of the A–T phenotype is becoming substantiated, the mechanism 
underlying this phenomenon is still unclear. Decreased catalase activity and increased lipid peroxidation in 
several A-T cell lines has been previously demonstrated that correlated with an expression of ATM in the 
peroxisomes33. However, in our models, treatment of ATM deficient cells with catalase do not abrogate HIF-1 
overexpression (data not shown) in contrast to NAC (see fig. 4C, right panel), suggesting that others mechanisms 
are involved to explain the increase in ROS species. Taken together, our results provide evidences of a new link 
between ATM and the clinical features of the disease such as glucose intolerance and telangiectasias and with 
the increased tumor angiogenesis associated to down-regulation of ATM expression11. This work underlines that 
the oxidative stress contributes to other aspects of the phenotypes associated with defects in the DNA damage 
responses, in addition to degenerative changes in specific tissues and premature aging. 
 
Materials and methods 
Cell culture and Treatments. ATM-proficient and ATM-deficient human cell lines were obtained from the 
Coriell Cell Repositories, except AG15011 cell line which was kindly provided by Pr D. Stoppa Lyonnet and Dr 
J. Hall (Curie Institute, Paris, France). Wild-type (AG14774 and AG15011) or ATM-deficient (GM03332, 
GM02782, AG15011) lymphoblastoid cells were cultured in RPMI 1640 medium (Invitrogen, Auckland, NZ) 
supplemented with 15 % FCS, penicillin (125 U/mL) and streptomycin (125 µg/mL). ATM-deficient fibroblasts 
(GM05849) and HeLa cells were grown in DMEM (Invitrogen, Auckland, NZ) supplemented with 10 % FCS 
and antibiotics. All these cell lines were grown at 37 °C in an atmosphere containing 5 % CO2. For experiments 
performed in hypoxia, cells were placed in a modular incubator chamber and flushed with a gas mixture 
containing 0.1 or 1 % O2 , 5 % CO2, and balance N2 (Ruskinn, in vivo2 400) or treated with desferrioxamine, 
DFX (260 µM). In indicated experiments, cells were treated with MG132 (20 µM, 2 h) (Merck, Darmstadt, 
Germany) or with N-acetyl cysteine (NAC) (Sigma Aldrich, St Louis, MO) (20 mM for 24 h).  
 
Expression plasmids and Transfection. ATM-deficient fibroblasts were transfected with a plasmid encoding a 
wild-type ATM protein (pcDNA3-ATMWT) or with an empty vector (pcDNA3) kindly provided by Dr M. Kastan 
(Memphis, TN). Cells (2.106 cells/ dish) plated in 140 mm diameter dishes were transfected with 12 µg of DNA 
using Jet Pei (Polyplus Transfection, Illkirch, France) at 70 % confluence, according to the manufacturer's 
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recommendations. Twenty-four hours after transfection, cells were diluted (1/3) and selected with geneticin (800 
µg/ml) for 5 days. 
For long term ATM knockdown, short hairpin RNA sequences (shRNA) were designed with the DSIR program 
which includes an exact similarity search algorithm for potential off-target detection34.The validated shRNA, 
stretching between nucleotides 1236 to 1254 of the ORF, has been cloned into the replicative pEBVsiRNA 
pBD1177 vector as previously described35. As control, we used an inactive shRNA sequence (pBD650 vector). 
Long term expression of shRNA into human cells was imposed by adding 200 µg/mL of Hygromycin 
(Invitrogen) for an unlimited time. 
For luciferase assays, GM05849 and HeLa cells were plated in 24 wells plates and transfected, using Jet Pei 
(Polyplus Transfection, Illkirch, France) or Lipofectamine (Invitrogen) respectively, with 150 ng of the reporter 
vector (pRE-tk-LUC) containing three copies of the HRE from the erythropoietin gene (kindly provided by Dr J. 
Pouyssegur, Nice, France)36, and 50 ng of Renilla luciferase plasmid DNA (kindly provided by Dr C. Bavoux, 
Toulouse), which served as an internal control. Twenty-four hours after transfection, cells were incubated under 
non hypoxic (NH, 20 % O2) and hypoxic conditions (H, 1 % O2). Cells were then lysed, and luciferase activities 
were measured using the Dual Luciferase Assay Kit (Promega) following manufacturer’s recommendations. 
Results were quantified with a MicroBeta TRILUX luminescence counter and normalized values were expressed 
as the fold induction over control cells. 
 
Cell extracts and Western blotting and EMSA. Whole cell extracts37 and Western blot experiments  were 
performed as previously described38. The following antibodies were used: ATM monoclonal antibody (clone 
2C1) was obtained from Genetex (San Antonio, USA). HIF-1α (clone 54) was obtained from BD Biosciences 
(San Jose, USA). The polyclonal antibody anti-GLUT-1 was from Thermo Fischer Scientific (Fremont, USA). 
The anti-FLAG antibody (M2) was obtained from Sigma-Aldrich. HIF-1β (clone 2B10) and HIF-2α (clone 
ep190b) were from Abcam (Cambridge, UK) and β actin (clone AC-15) was from Ambion (USA). β tubulin 
(clone DM1A) and Ku70 (clone N3H10) were obtained from Neomarkers (Fremont, USA).  
 
Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Total RNAs were extracted using the RNeasy mini kit 
(Qiagen, Hilden, Germany). Total RNA (1 µg) was reverse-transcribed for 60 min at 37 °C using Superscript II 
reverse transcriptase (Invitrogen, Auckland, NZ) in the presence of a random hexamer. A minus reverse 
transcriptase reaction was performed in parallel to ensure the absence of genomic DNA contamination. Real time 
 11
PCR was performed in a final volume of 20 µl, starting with 12,5 ng of cDNA and using the SYBR Green 
TaqMan Universal PCR master mix (Applied Biosystems) or the Taqman assay kit (Applied Biosystems). 
Fluorescence was monitored and analyzed in an ABIPrism 7300 detection system instrument (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). Analysis of 18S ribosomal RNA was performed in parallel using the ribosomal 
RNA control TaqMan assay kit (Applied Biosystems) or HPRT RNA (900 nM) or GAPDH RNA (300 nM) to 
normalize for gene expression. Oligonucleotides used were as follow: GLUT-1 (100 nM) sense, 5’-
GCGGAATTCAATGCTGATGAT-3’, Glut-1 antisense, 5’-CAGTTTCGAGAAGCCCATGAG-3’; VEGF (300 
nM) sense, 5’-ACTTCCCCAAATCACTGTGGAT-3’, VEGF-A antisense, 5’-
TGGAGCTCTTGCTACCTCTTTCC-3’; HPRT sense, 5'-TGGCCATCTGCCTAGTAAAGC-3', HPRT 
antisense, 5'-GGACGCAGCAACTGACATTTC-3'; GAPDH sense, 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3', 
GAPDH antisense, 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'. For HIF-1α and HIF-1β, we used Assays-on-
Demand Gene Expression probes (Applied Biosystems). 
 
Basal glucose uptake. As previously described39, plastic vials containing 0.4 ml of cell suspension in KRBHA 
and 2 mM sodium pyruvate were incubated during 45 min at 37 °C. Then, an isotopic dilution of 2-deoxy-D-
[3H] glucose was added at a final concentration of 0.1 mM (approx. 1,300,000 dpm/vial), assays were further 
incubated for 10 min, rinsed with PBS containing 10 mM glucose and stopped with 1 ml of 0.05N NaOH. The 
liquid phase (1 ml) placed in scintillation vials led to count radioactivity.  
 
VEGF-A ELISA. About 107 cells were lysed in 200 µl lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 µg/ml aprotinin, 2 µg/ml leupeptin, 0.1 mM sodium orthovanadate, 1 % NP40, 
0.2 % SDS). The lysates were clarified and an aliquot of supernatant was retained for protein measurement using 
the Bio-Rad protein assay. The amounts in human VEGF-A in cell lysates were determined using an ELISA 
measuring VEGF 165 and VEGF 121 isoforms (R&D systems). 
 
Determination of intracellular ROS generation. The reactive oxygen species (ROS) measurement was 
performed in cell suspension by flow cytometry. 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) 
(Molecular Probes)40. The cells were incubated in DMEM without FBS with or without NAC, DCFH-DA (10 
µM) was added, followed by incubation at 37°C for 30 min. Cells were trypsinized, washed one time with PBS 
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and then resuspended in 1 ml of PBS for immediate determination of ROS generation by flow cytometry 
(FACScan; Becton-Dickinson) using 488 nm for excitation and 525 nm for emission40. 
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Figure 1. Loss of ATM expression and activity leads to an over-expression of both HIF-1 subunits. (A) 
Left Panel: expression of the HIF-1 and related proteins were measured by Western blots in the ATM-
deficient lymphoblastoid cell line GM03332 (ATM) and their wild type counterpart AG14774 (Ct) under non 
hypoxic conditions (NH); Right panel : Similar experiments were performed in the GM02782 (ATM) and their 
wild type counterpart cells GM03323 (Ct) incubated whether under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (1 
% O2); (B) Lymphoblastoid cells expressing a kinase dead form of ATM (AT173) (Cat) and their corresponding 
control AG15011 (Ct) were treated or not with desferrioxamine, DFX (260 µM). At indicated times, all extracts 
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Figure 2. HIF-1 over-expression is correlated to ATM status and is associated with an increase of HIF-1 
transcriptional activity. (A) Left panel: ATM-deficient fibroblast cell line (GM05849) were transfected with a 
plasmid encoding a wild-type flagged ATM protein (AT-ATMWT) (+) or with an empty vector (AT-Ct) (-). Five days 
later, cells were incubated under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (H, 1 % O2) for 3 h. After treatment, 
extracts were prepared and used for immunoblots assays with indicated antibodies. Right panel: Cells were 
transfected with pHRE-Luc reporter plasmid and 24 h after were incubated overnight under hypoxic conditions. 
Samples were harvested for determinations of luciferase expressions. Bars and errors flags represent the means 
± SD of at least three independent experiments; *statistically significant by Student's t-test, p <0.05 relative to 
control; (B) Left panel: stable ATM known down Hela cells (ATMKD) or their controls (Ct) were incubated under non 
hypoxic (NH) or hypoxic conditions (H, 1 % O2). After 3 h, extracts were prepared and subjected to immunoblot 
assays with the indicated antibodies. Right panel: HIF-1 activity was measured in these cells using luciferase 
expressions as described above. Bars and errors flags represent the means ± SD of at least three independent 
experiments; *** statistically significant by Student's t-test, p<0.001 relative to control !
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Figure 3. HIF-1 over-expression in ATM -/- cells leads to increase expression of the HIF-1 target genes VEGF and 
GLUT-1. (A) Left panel: GLUT-1 mRNA expression in normoxic condition was measured by qPCR in ATMKD Hela cells 
and their control (Ct). Right panel: similar experiment was performed under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (H, 1 
% O2, 48 h) in ATM-deficient fibroblast cell line (GM05849) transfected (AT-ATM
WT, ATM+) or not (AT-Ct, ATM-) with a 
plasmid encoding a wild-type ATM protein. Bars and errors flags represent the means ± SD of at least three independent 
experiments; *statistically significant by Student's t-test, p <0.05 relative to control; (B) Left panel: ATM-deficient fibroblast 
cell line (GM05849) transfected with a plasmid encoding a wild-type ATM protein (AT-ATMWT, ATM+) or with an empty 
vector (AT-Ct, ATM-) were incubated under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (1 % O2). At indicated times, extracts 
were prepared and used for immunoblotting with Glut-1 antibody and Ku70 as a loading control. Right panel: basal 
glucose transport in these cells. Bars and errors flags represent the means ± SD of at least three independent 
experiments; ***statistically significant by Student's t-test, p <0.001 relative to control; (C) Left panel: VEGF-A mRNA 
expression under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (H, 1 % O2, 48 h) was measured by qPCR in ATM-deficient 
fibroblast cell line (GM05849) transfected (AT-ATMWT, ATM+) or not (AT-Ct, ATM-) with a plasmid encoding a wild-type 
ATM protein. VEGF-A mRNA was measured by qPCR (middle panel) or by ELISA (right panel) in ATMKD Hela cells and 
their control (Ct). Bars and errors flags represent the means ± SD of at least three independent experiments; *statistically 
significant by Student's t-test, p <0.05 relative to control, **statistically significant by Student's t-test, p <0.01 relative to 
control !
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Figure 4. Regulation of HIF-1 expression in ATM deficient cells occurs independently of its degradation and 
involves oxidative stress. (A) HIF-1! (left panel) and HIF-1" (right panel) mRNA levels were measured  by qPCR in 
ATM-deficient fibroblast cell line (GM05849) transfected with a plasmid encoding a wild-type ATM protein (AT-ATMWT, 
ATM+) or with an empty vector (AT-Ct, ATM-). Bars and errors flags represent the means ± SD of at least three 
independent experiments; not significant (NS) by student#s t-test relative to control; (B) Left panel: ATM-deficient 
fibroblast cell line (GM05849) transfected with a plasmid encoding a wild-type ATM protein (AT-ATMWT) (+) or with an 
empty vector (AT-Ct) (-) were incubated in the presence of 20 µM MG132 in normoxic conditions. Cell extracts were 
then prepared and used for immunoblots assays to evaluate HIF-1! and HIF-1" protein levels. Right panel: ATM-
deficient fibroblast cell line (GM05849) transfected with a plasmid encoding a wild-type ATM protein (AT-ATMWT, ATM+) 
or with an empty vector (AT-Ct, ATM-) were incubated under hypoxic conditions (1 % O2) and reoxygenated. At each 
time of reoxygenation, cell extracts were prepared and used for immunoblots assays to evaluate HIF-1! and HIF-1" 
protein levels; (C) Left panel: HeLa cells expressing shRNA control (Ct) -white bars- or targeting ATM (ATMKD) -black 
bars- were incubated in the presence or not of 20 mM NAC for 24 h, in normoxic conditions. Then DCFH-DA (10 µM) 
was added for 30 min at 37°C and the fluorescence was read by flow cytometry, reflecting ROS generation. Bars and 
errors flags represent the means ± SD of at least three independent experiments; *statistically significant by Student's 
t-test, p <0.05 relative to control, not significant (NS) by student#s t-test relative to control. Right panel: ATMKD HeLa 
cells and their control (Ct) were incubated in the presence or not of 20 mM NAC for 24 h, in normoxic conditions. Cells 




II. La protéine ATM est activée en hypoxie : implication dans l’adaptation 
cellulaire à l’hypoxie ? 
 
Comme nous venons de le voir, l’absence de la protéine ATM est associée à une 
augmentation de l’accumulation du complexe HIF-1 en normoxie et en hypoxie. De plus, des 
arguments de la littérature suggèrent que la protéine ATM est activée en condition d’hypoxie 
sévère (< 0.1 % d’O2). Dans cette deuxième partie, j’ai étudié les conséquences de l’activation 
d’ATM dans la réponse hypoxique et plus précisément sur l’accumulation de HIF-1. 
 
1. Approche expérimentale 
 
Afin de répondre à cette question, l’approche expérimentale que nous avons développée 
repose sur l’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de l’activité kinase d’ATM, le 
KU55933. Cette molécule est un inhibiteur réversible, spécifique et compétitif (au niveau du 
site de liaison à l’ATP) qui inhibe ATM avec un IC50 de 13 nM. Ainsi, les cellules HeLa sont 
incubées ou non en présence de 20 µM de KU55933, 30 minutes avant l’incubation dans un 
environnement hypoxique (1 % et 0.1 % d’O2). Nous analysons ensuite en western blot, 
l’expression de la protéine HIF-1α et la protéine ATM sous sa forme phophorylée sur le 
résidu serine 1981. Nous avons également réalisé la même expérience en traitant les cellules 
par un hypoxomimétique, la desferrioxamine (DFX). 
 
2. Résultats - Conclusion 
 
Nous avons ainsi pu montrer que la protéine ATM est activée lorsque les cellules sont traitées 
au DFX pendant 12 h ou 24 h. En revanche, nous observons une très faible différence dans 
l’accumulation de HIF-1α en réponse au DFX lorsque les cellules sont également traitées au 
KU55933, par rapport au cellules non traitées (fig. 1A).  
Cependant, le DFX est un chélateur du Fer ferreux (Fe2+). Or le Fe2+ est un cofacteur 
indispensable au fonctionnement des prolylhydroxylases, impliquées dans la dégradation de 
HIF-1α. Ainsi quand les cellules sont traitées au DFX, HIF-1α s’accumule de façon 
« artificielle » et les dommages occasionnés au niveau de l’ADN pourraient être différents. 
Nous avons donc réalisé la même expérience en hypoxie 1 % et 0.1 % d’O2. Comme cela 
avait été publié par les groupes d’E. Hammond et de P. Glazer, nous n’avons pas retrouvé 
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d’activation d’ATM en hypoxie modérée (1 % d’O2) (résultats non montrés). En revanche, 
nous avons retrouvé une activation de la protéine ATM à 0.1 % d’O2. De plus, le traitement 
des cellules en hypoxie par l’inhibiteur d’ATM, n’induit pas de différence d’accumulation de 
HIF-1α, par rapport aux cellules non traitées (fig. 1B). Enfin, nous avons traité des cellules, 
hypoxiées pendant 12 h, au KU55933, inhibiteur d’ATM, ou au NU7026, inhibiteur de DNA-
PK, et évalué en western blot l’expression du transporteur de glucose Glut-1, cible du facteur 
de transcription HIF-1. Nous n’observons pas d’effet de l’inhibition d’ATM sur 
l’accumulation de Glut-1 en réponse à l’hypoxie (fig.2). Ce résultats est en accord avec 
l’absence de régulation de HIF-1α par la protéine ATM activée, en hypoxie (fig.1B). Dans 
cette expérience, le NU7026 est utilisé comme contrôle, en effet, nous avons montré dans la 
dernière partie de ce manuscrit que l’inhibition de la DNA-PK en hypoxie est associée à une 
diminution de l’accumulation des protéines HIF-1α et Glut-1. 
En conclusion, l’activation de la protéine ATM en hypoxie ne présente qu’un faible impact 
sur l’adaptation cellulaire à l’hypoxie (Glut-1) et plus précisément sur l’accumulation de HIF-
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Figure 1. Effet de l’inhibition d’ATM sur l’accumulation de HIF-1α en réponse au 
DFX ou à l’hypoxie 0.1 % d’O2. (A) Les cellules HeLa sont incubées ou non en présence 
de 20 µM de KU55933 (inhibiteur d’ATM), 30 minutes avant le traitement au DFX. Aux 
temps indiqués, des extraits cellulaires sont réalisés et analysés en western blot avec les 
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Figure 2. Effet de l’inhibition d’ATM sur l’expression de Glut-1 en réponse à
l’hypoxie 0.1 % d’O2. Les cellules HeLa sont incubées ou non en présence de 20 µM de 
KU55933, 30 minutes avant 12 h d’incubation en hypoxie 0.1 % d’O2. Aux temps indiqués, 
des extraits cellulaires sont réalisés et analysés en western blot avec les anticorps indiqués. 
En parallèle, les cellules hypoxiées sont traitées de la même façon au NU7026 (20 µM), 




III. La DNA-PK est activée en hypoxie, indépendamment des cassures doubles 




Des travaux récents suggèrent que le stress hypoxique est associé à des modifications au 
niveau de l’ADN, modifications impliquées dans la réponse globale à l’hypoxie. En effet, 
l’hypoxie sévère (< 0.1 % d’O2) entraîne un blocage des fourches de réplication impliqué 
dans l’activation de la protéine ATR. Cette protéine appartient à la famille des analogues de 
PI3K (PI3KKs), protéines impliquées dans la réponse aux stress cellulaire. La protéine ATM, 
autre membre de cette famille est, comme nous l’avons vu, activée en hypoxie (< 0.1 % d’O2). 
L’activation d’ATM se fait par une voie non classique, ne faisant pas intervenir les partenaires 
classiques d’ATM dans la réponse aux cassures doubles brins de l’ADN (CDBs), comme le 
complexe MRN. De plus, le variant d’histone H2AX, impliqué dans la signalisation des 
dommages de l’ADN est également activé en réponse à l’hypoxie. Tout ces arguments 
suggèrent l’activation de voies de réponse aux dommages de l’ADN en hypoxie.  
Ainsi dans cette dernière partie, j’ai étudié l’activation de la protéine DNA-PK en hypoxie. 
Cette protéine est également membre des PI3KKs et joue un rôle majeur dans la réparation 
des CDBs de l’ADN. Après avoir montré l’activation de la DNA-PK en hypoxie (dès 1 % 
d’O2), via son autophosphorylation sur le résidu serine 2056, je me suis intéressée au 
mécanisme moléculaire impliqué dans cette activation, et de façon intéressante, ce dernier 
semble être indépendant des CDBs. Les modifications de la chromatine sont-elles 
responsables de l’activation de la DNA-PK en hypoxie ? L’activation de la DNA-PK confère-
t-elle aux cellules des capacités d’adaptation à l’hypoxie différentes ? 
Ce deuxième article est en cours de finalisation et doit être prochainement soumis. Voici les 
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Abstract (160 mots) 
The DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) is involved in DNA double strand breaks (DSBs) signalling and 
repair. We report here that DNA-PK is activated by mild hypoxia conditions (0.1 to 1 % O2) as shown by DNA-
PK mobilization from a soluble nucleoplasmic compartment to a less extractable nuclear fraction and its 
autophosphorylation on serine 2056. However, the ligation complex XRCC4/ligase IV was not relocalized to 
DNA in hypoxic cells suggesting that DNA-PK activation was independent of DNA breaks in hypoxic 
conditions. We show that DNA-PK is in fact activated by changes in chromatin structure in the absence of DNA 
lesions, a signal that initiates its activation in hypoxic cells. Finally, we demonstrate that this DNA-PK 
dependent DNA damage like-response contributes to the adaptative response of cells to hypoxic conditions 




Recent reports suggest that hypoxic stress is associated with DNA modifications whose signaling might 
contribute to the global hypoxic adaptation response. Severe hypoxia induces S-phase arrest resulting in regions 
of single stranded DNA in stalled replication forks and the activation of the Ataxia Telangiectasia and rad3 
related kinase, ATR (Hammond et al., 2003a; Hammond et al., 2003b). Loss of ATR results in a further loss of 
viability in S-phase cells in hypoxic conditions (Hammond et al., 2003b). ATR belongs to the phosphoinositide 
3-kinase related kinases (PIKKs) family, that in eukaryotes, initiate cellular stress responses when genome 
integrity, mRNA translation, or nutrient availability is compromised (Abraham, 2004). Another member of the 
PIKKs family, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) is also activated by exposure to severe hypoxic conditions 
by alternate mechanisms that do not depend on the MRN (Mre11/Rad50/Nbs1) complex (Bencokova et al., 
2009; Gibson et al., 2005). The histone variant H2AX (a target of PI3KKs) that participates in DNA damage 
response and repair has also been identified as a crucial actor for hypoxia-driven neovascularization 
(Economopoulou et al., 2009). The PIKKs family also comprises the DNA dependent protein kinase (DNA-PK), 
a key player in the signaling and repair by the non-homologous end-joining (NHEJ) repair pathway of DNA 
double strand breaks (DSBs). DNA-PK comprises the Ku heterodimer, which binds to DNA ends, recruits and 
activates the DNA-PK catalytic subunit (DNA-PKcs) through a direct interaction. The activated DNA-PK has a 
serine/threonine kinase activity that is necessary for efficient repair (reviewed in Weterings and Chen, 2007). 
Finally, the XRCC4/DNA ligase IV/XL-F complex catalyzes the final ligation step of the repair process 
(Weterings and Chen, 2007). It has been shown that in DNA-PK mutant cells, the hypoxic accumulation of the 
oxygen-regulated subunit of the transcription factor HIF-1, HIF-1α, is reduced, suggesting an involvement of 
DNA-PK in the cellular response to hypoxia (Um et al., 2004). However, whether or not DNA-PK is activated 
under hypoxia and the mechanism(s) contributing to its action remains totally unknown. We report here that 
DNA-PK is activated in hypoxic cells independently of DNA breaks by a new mechanism relying on chromatin 
modifications therefore contributing to hypoxia tolerance of cells.  
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Results and Discussion  
DNA-PK is activated in hypoxic cells independently of DNA double strand breaks. During the processing of 
DNA lesions, DNA-PK is phosphorylated and part of these events occurs through autophosphorylation. Among 
the sites identified, serine 2056 is only phosphorylated in response to DNA DSBs in a strictly DNA-PK 
dependent manner
 
(Chen et al., 2005). To evaluate DNA-PK activation, cells were exposed to hypoxia (0.1 or 1 
% O2) or to the DNA strand-breaking agent calicheamicin gamma1 (CLγ1) used as a control (fig. 1A) (Bouquet 
et al., 2006). In hypoxic cells, autophosphorylated DNA-PKcs (P-DNA-PKcs) progressively accumulates during 
the 24 h of treatment, whereas the level of DNA-PKcs expression remains constant. By contrast, the 
autophosphorylation of ATM on serine 1981 was observed only in hypoxic cells exposed to the lowest O2 
concentration and for the later times (12 or 24 h) in accordance with recent published data (Bencokova et al., 
2009). Phosphorylation of the histone variant H2AX (γH2AX), that is thought to serve as a platform for the 
assembly of proteins involved in checkpoint and DNA repair, was investigated and was progressively detected in 
hypoxic cells (fig. 1A). In the presence of DSBs, it has been shown that one of the protein of the ligation 
complex XRCC4 is phosphorylated, retarding its migration in SDS page (Drouet et al., 2005) (see also fig. 1A). 
By contrast, XRCC4 migration was not affected in hypoxic conditions (fig. 1A), suggesting that the DNA 
damage response induced by hypoxia is different from the one induced by genotoxic agents. We investigated the 
nuclear
 
distribution of DNA-PK during hypoxia treatment.
 
Cells were exposed to either hypoxia
 
or CLγ1 and 
then stained for total or P-DNA-PKcs (fig. 1B). No redistribution of nuclear DNA-PKcs was seen upon hypoxia 
(fig. 1B). By contrast to the discrete, punctuate foci of P-DNA-PK that are seen after exposure to ionizing 
radiation (IR) (Chen et al., 2005) or CLγ1 using immunofluorescence approaches (fig. 1B), no foci of P-DNA-
PKcs were seen at 1 % O2 (data not shown) whereas at 0.1 % O2, some positive cells were observed at later time 
points with a pattern that appears more diffuse than in response to CLγ1 (fig. 1B). In hypoxic cells and in CLγ1-
treated cells, γH2AX foci were present (fig. S1), in accordance with previously published reports (Bouquet et al., 
2006; Economopoulou et al., 2009; Hammond et al., 2003a). In response to clastogenic agents, DNA-PK is 
retained at the sites of DNA damage and as a result becomes more resistant to biochemical extraction (Drouet et 
al., 2005). We used this approach to determine if DNA-PK also became associated to detergent-resistant 
fractions in hypoxic cells. As expected, activated DNA-PK (including the phosphorylated DNA-PKcs and Ku) 
was recruited to the extraction-resistant fraction FIV in cells treated with CLγ1 prior to fractionation as 
compared to untreated cells (fig. 1C). XRCC4 with enrichment of a slower migrating form was also seen in the 
fraction IV of CLγ1-treated cells (fig. 1C). When similar experiments were performed with hypoxic treated cells, 
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we observed that although the amount of DNA-PKcs in an activated form or its regulatory subunit Ku was 
increased in the latest extraction-resistant fraction (FIV), no increase in the amount of the XRCC4 protein was 
detected concomitant with the DNA-PK retention (fig. 1C). Note that in these conditions, γH2AX was only 
expressed in the FIV assessing the quality of sub-fractionation (fig. 1C). The phosphorylation of DNA-PKcs on 
S2056 (fig. 1A) and its redistribution concomitantly with Ku from soluble to resistant detergent fractions (fig. 
1C) demonstrates a DNA dependent process since the whole complex is assembled and activated only in contact 
with DNA. However, in contrast to DNA damaging agents, the recruitment of DNA-PK is not associated with 
the activation (fig. 1A) and recruitment of XRCC4 (fig. 1C). Taken together, these results demonstrate that 
DNA-PK is activated in a DNA dependent-manner during hypoxia but do not favor the presence of DNA breaks 
as DNA-PK activating signal during this stress. These results are in accordance with previously published data 
showing that hypoxic cells do not exhibit DNA breaks as determined by the comet assay (Hammond et al., 
2003a). Activation of a DNA damage response (DDR) in hypoxic cells independently of DNA breaks has been 
recently shown (Bencokova et al., 2009). In fact, ATM activation occurs in hypoxic cells independently of DNA 
breaks and by alternate mechanisms that do not depend on the Mre11/Rad50/Nbs1 complex (Bencokova et al., 
2009).  
 
DNA-PK is activated by chromatin modifications in hypoxic cells. The mechanism contributing to the 
DDR activation upon hypoxia remains undetermined. A recently published work demonstrates that 
unexpectedly activation of cellular DDR pathways (including DNA-PK and H2AX phosphorylation) does not 
require DNA damage but can be triggered by stable association of single repair factors with chromatin 
(Soutoglou and Misteli, 2008). Exposure of cells to the histone deacetylase (HDAC) inhibitor, trichostatin A 
(TSA) has been shown to induce rapid, diffuse phosphorylation of the ATM protein, which suggests that ATM 
activation may result from changes in chromatin structure (Bakkenist and Kastan, 2003). By contrast, DNA-PK 
activation has never been investigated in this context although it has been demonstrated that histone acetylation 
facilitate DNA-PK activation in response to DNA DSBs induced by clastogenic agents (Jiang et al., 2006; Sun et 
al., 2006). As shown in fig. 2A, we show that autophosphorylated DNA-PK progressively accumulates during 
exposure to TSA, the detection of autophosphorylated form of ATM being used as a control. As previously 
shown in hypoxic cells (fig. 1C), the mobilization of Ku and DNA-PKcs to the less extractable nuclear fractions, 
also observed in TSA-treated cells, was not associated with the recruitment of the XRCC4 protein (fig. 2B). 
Similar results (activation and redistribution of DNA-PK to detergent-resistant fractions upon hypoxia or 
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exposure to TSA) were observed in two other cell lines, LS174 and HCT116 (data not shown). Taken together, 
our results suggest that hypoxia by modifying higher-order chromatin structure and chromatin-remodelling 
complexes might function as a DNA damage stress able to induce DNA-PK activation. Evidence
 
suggests that 
the epigenetic modifications that occur in response
 
to different types of stress lead to specific signatures of
 
the 
epigenome. It has been recently demonstrate that long-term exposure to hypoxia (48 h at a 0.2 % O2) induces a 
novel signature of chromatin modifications characterized by a slight (32 %) decrease of H3K9 associated to a 2-
fold increase of H3K14 acetylation (Johnson et al., 2008). As shown in fig. 2C (left panel), progressive 
accumulation of H3K14 was observed in HeLa cells within the first 24 h of exposure to hypoxic stress whereas 
the levels of H3K9 or the global levels of H3 or H4 acetylation remain unchanged during this time period. As 
expected, TSA induce a global increase in H3 and H4 levels of acetylation including a significant increase in 
H3K9 and H3K14 (fig. 2C, right panel). To further demonstrate that DNA-PK activation in hypoxic cells might 
be associated to histone acetylation, we use anacardic acid (AA) that inhibit histone acetyltransferase (HAT) 
activities both in vitro and in vivo (Balasubramanyam et al., 2003). We verify that AA treatment alone has no 
effect on DNA-PK activation (fig. S2), neither on redistribution to detergent-resistant fractions (data not shown). 
We first assessed that exposure to AA efficiently inhibits the increase in H3K14 acetylation observed in 
fractionated hypoxic cells (fig. 3B). In hypoxic cells, pre-treatment with AA prior to hypoxia exposure inhibits 
activation (fig. 3A) and redistribution to insoluble fractions of both Ku and DNA-PKcs (fig. 3B). Taken together, 
our results demonstrate that DNA-PK is activated by hypoxic stress independently of DNA DSBs, leading to the 
absence of recruitment of the ligation complex. An attractive alternative that is consistent with the data presented 
here is that hypoxia causes changes in the higher-order chromatin structure, and that this chromatin alteration 
initiates DNA-PK activation.  
 
DNA-PK activation promotes cellular adaptation to hypoxic stress. The biological relevance of DNA-PK 
activation during hypoxia remains an open question. As stated in the introduction, it has been reported that the 
level of HIF-1α accumulation was decreased in DNA-PKcs deficient murine cells treated with the hypoxia-
mimetic compounds desferrioxamine (DFX) as compared to control cells (Um et al., 2004). The transcription 
factor HIF-1 is the key regulator of the cellular response to oxygen deprivation. HIF-1 is a heterodimer 
composed of the oxygen-regulated HIF-1α subunit and the constitutively expressed HIF-1β subunit. Under 
hypoxic conditions, HIF-1α is stabilized, enters the nucleus and heterodimerizes with HIF-1β. The heterodimer 
binds to Hypoxia Responsive Elements (HRE) to transactivate a variety of hypoxia-responsive genes (Yee Koh 
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et al., 2008), therefore contributing to the adaptative response to hypoxic conditions. We investigate whether 
activated DNA-PK contributes to the regulation of HIF-1 expression in hypoxic cells. We first used the DNA-
PKcs deficient (MO59-J/Fus9) and their DNA-PKcs complemented counterpart (MO59-J/Fus1) human cells 
exposed to hypoxia. As shown in fig. 4A (left panel), the increase in HIF-1α accumulation was higher in the 
DNA-PKcs proficient as compared to DNA-PKcs deficient cells, whereas the level of expression of the HIF-2α 
isoform (that displays more tissue-specific expressions) was unaffected by DNA-PKcs status. To verify that the 
kinase activity of DNA-PK was involved in the observed effect, cells were exposed to NU7026, a selective 
inhibitor of DNA-PK (Veuger et al., 2003). In the DNA-PKcs proficient cells, NU7026 decreased HIF-1α, but 
not HIF-2α, hypoxic accumulation. Exposure to 20 µM NU7026 had no effect upon the accumulation of HIF-1α 
in DNA-PKcs deficient cells (fig. 4A, left panel). In the presence of NU7026, the difference in HIF-1α 
accumulation was abolished between the DNA-PKcs deficient and proficient cells. Similar decrease in HIF-1α 
accumulation was observed in HeLa cells exposed to NU7026 (fig. 4A, right panel). Interestingly, upon hypoxia, 
HIF-1α accumulation was decreased in the Ku80 deficient hamster cell line xrs6 as compared to their 
counterpart transfected with the full-length hamster Ku80 cDNA, xrs-6/Ku80. In these conditions, NU7026 has 
no effect on HIF-1α accumulation in Ku deficient cells and this effect was recapitulated in xrs6/Ku80, 
highlighting again that DNA-PK activation is dependent of Ku in hypoxic conditions (fig. 4B). In accordance 
with the role of DNA-PK in adaptative response to hypoxia, we further demonstrated that the levels of the 
glucose transporter GLUT-1 expression (a HIF-1 gene target) was clearly higher in hypoxic DNA-PKcs 
proficient, as compared to DNA-PKcs deficient cells or in untreated cells as compared to cells exposed to 
NU7026 (fig. 4C). Taken together, these results demonstrate that the expression of a catalytically inactivable 
DNA-PKcs in a Ku dependent manner is no longer able to regulate HIF-1α accumulation and therefore hypoxic 
adaptation.  
Taken together, our results demonstrate that DNA-PK is activated during hypoxic stress and that this 
DNA-damage like stress response favour hypoxia adaptation. Importantly, this pathway occurs in the absence of 
DNA breaks and our data is consistent with the hypothesis of a DNA-damage like response initiated by 
chromatin modifications (see fig. 5A for a model). To reinforce our findings, we also show that treatment of 
cells with DNA DSBs inducing agents (either CLγ1 or IR), leading to DNA-PK activation, was not able to up 
regulate HIF-1α (fig. 5B), even when cells were exposed to DFX to allow HIF-1 translocation to the nucleus 
prior to the exposure to CLγ1. DFX was used instead of hypoxia, since CLγ1 activity is dependent on the O2 
concentration (Bouquet et al., 2006). These results are in fact in accordance with previously published data 
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(Moeller et al., 2004) showing that exposure to irradiation up-regulates HIF-1 expression in vivo, through 
reactive oxygen species induced by tumour reoxygenation, but not in vitro.  
In conclusion, recent evidences, using genetically modified cells, have shown that the activation of the 
DNA damage response involving the PI3KK transducers kinases do not necessary require the presence of DNA 
lesions (Misteli and Soutoglou, 2009; Pospelova et al., 2009; Soutoglou and Misteli, 2008; Toledo et al., 
2008).Our work show for the first time that the repair protein complex Ku/DNA-PKcs do not probe the genome 
solely for DNA breaks, but also for changes in chromatin structure upon a stress condition that is encountered by 
the cells during processes such as cancer, development or stroke (Michiels, 2004). 
  
Material and Methods  
Cell lines, cell culture, induction of hypoxia. HeLa and U87 cell lines were grown in DMEM medium 
containing 10 % serum. DNA-PKcs deficient-and-complemented cell lines (MO59-J/Fus9 and MO59-J/Fus1, 
respectively, a kind gift from Dr K. Kirchgessner, Standford University School of Medicine) were maintained in 
DMEM-F12 1:1 medium containing 15 % serum. The Ku80-deficient xrs6 cell line and the xrs6/haKu80 cell 
line transfected with the hamster Ku80 cDNA were obtained from the European Collection of Animal Cell 
Culture (Salisbury, UK). For hypoxic conditions, cells were placed in a modular incubator chamber and flushed 
with a gas mixture containing 0.1 or 1 % O2, 5 % CO2, and balance N2. When indicated, hypoxic cells were pre-
incubated (for 1 h) in the presence of NU7026 (20 µM) or with Anacardic Acid (30 µM), (both obtained from 
Calbiochem). In indicated experiments, cells were irradiated using a 
137
Cs source irradiator (4.4 Gy/min, 
Biobeam 8000) or treated with calicheamicin (Calicheamicin γ1, CLγ1, a generous gift from Dr. P.R. Hamann, 
Wyeth Research, Pearl River, NY) in the presence or not of the common hypoxia-mimetics agent 
desferrioxamine (DFX, 260 µM) obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin les Ulysses, France). Trichostatin 
A (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin les Ulysses, France) was used at 10 µM.  
 
Cell extracts, Western Blots. Whole cell extracts were performed as previously described (Monferran et al., 
2004) except for the detection of γH2AX expression where a different protocol was used (Bouquet et al., 2006). 
Western blots were performed as previously described (Monferran et al., 2004). All the antibodies used in this 
study are described in the Supplementary informations section of the manuscript. Image acquisitions of Western 
blot were scanned at 400 dpi by using an Epson Perfection V10 photo scanner and the Epson scan software. 
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Biochemical Fractionation. Treated or
 
mock-treated cells in culture dishes were washed twice with
 
ice-cold 
PBS, collected by scraping, and centrifuged. Cell fractionation was carried out by four consecutive
 
extractions. 
The supernatant was collected at each step and
 





first resuspended for 5 min on ice in 200 µl of extraction
 
buffer (50 mM Hepes, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 
mM EDTA) containing
 
0.2% NP40 supplemented with protease inhibitor (20 µg/ml phenylmethylsulfonyl 
fluoride, 1 µg/ml aprotinin, 1 µg/ml leupeptin, 1 µg/ml pepstatin) and phosphatase
 
inhibitors (50 mM NaF, 
cocktail inhibitor phosphatase I and II, all from Sigma). Following
 
centrifugation at 1000 x g for 5 min, the 
supernatants were collected (FI), the same extraction was realized and the supernatant were collected (FII) and 
pooled with the previous one. Therefore, the two pooled first fractions were named FI. The pellets were further 
resuspended for 40 min on ice in 200 µl of extraction
 
buffer containing 0.5% NP40 supplemented with protease 
inhibitor and phosphatase
 
inhibitors. Pellets were clarified by centrifugation at 16000 x g for 15 min and the 
supernatants were collected (FIII). Insoluble
 
FIV fractions were resuspended in a Tris pH 6.8 buffer 
supplemented
 
with 2% SDS, 10% glycerol and heated for 10 min at 100 °C. Equal aliquots of each fraction, 
derived from equivalent
 
cell numbers, were separated by SDS-PAGE. 
 
Immunofluorescence. The detection of the DNA-PKcs and its phosphorylated form (DNA-PKcs S2056) by 
immunofluorescence was performed as previously described (Bouquet et al., 2006) with slight modifications in 
the fixation procedure (cells were fixed in 1 % final formaldehyde directly in the culture medium for 10 min at 
37°C then neutralized in 50 mM NH4Cl for 2 min). Cells were then labeled as previously described (Bouquet et 
al., 2006) with indicated antibodies. Confocal images were obtained by means of a confocal laser microscopy 
system (Leica, St-Gallen, Switzerland). Images were collected by scanning stained cells sequentially under 100X 




This work was supported by the “Ligue Nationale Contre le Cancer” (Equipe Labélisée, BS), the Cancéropole 
GSO (BS), the Association contre le Cancer, ARC (2008-1102, CM) and the Radioprotection Committee of EDF 
(CM). MO is a recipient of a phD fellowship from ARC. The authors would like to thank Dr Didier Trouche 
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Figure 1. DNA-PK is activated in hypoxic cells independently of DNA double strand breaks. (A) HeLa cells were incubated 
under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (1 % and 0.1 % O2). At indicated times, whole cell extracts were prepared and 
used for immunoblots assays with indicated antibodies (right panel). As a control (left panel), cells were exposed for 1 h to 
indicated doses of CLγ1 and the extracts were prepared at the end of the incubation period; (B) HeLa cells grown on cover slips 
were exposed to hypoxia (0.1 % O2, 24 h) or cultivated in normoxic conditions, fixed, permeabilized and stained with an anti-
DNA-PKcs antibody or a phosphospecific antibody directed against serine 2056 of DNA-PKcs, followed by incubation with Alexa-
Fluor 488 conjugated secondary Abs. Similar experiments were performed with CLγ1-treated cells (10 pM, 1 h). DNA was stained 
with propidium iodide; (C) HeLa cells were incubated under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (H) (0.1 % O2, 24 h). Cells 
were fractionated and aliquots equivalent to 1/10 volume of the fractions I (pooled FI and FII), III and IV were separated on SDS-
PAGE gels and blotted for the indicated antibodies. The FIV fraction of HeLa cells treated (T) or not (NT) with CLγ1 (0.1 nM, 1 h) 
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Figure 2. DNA-PK is activated by trichostatin A. (A) HeLa cells were treated or not (NT) with TSA (10 µM) At 
indicated times, whole cell extracts were prepared and used for immunoblots assays with indicated antibodies; (B) 
HeLa cells were treated (T) with TSA (10 µM, 24 h) or not (NT). Cells were fractionated and aliquots equivalent to 
1/10 volume of fractions III and IV were separated on SDS-PAGE gels and blotted for the indicated antibodies; (C) 
HeLa cells were incubated under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (0.1 % O2) or treated with TSA (10 µM). At 
indicated times, cells were fractionated and aliquots equivalent to 1/10 volume of fractions III and IV were separated 
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Figure 3. Hypoxia-induced histone acetylation initiates DNA-PK activation. (A) HeLa cells were 
incubated in the presence of 30 µM Anacardic acid, 2 h before incubation under non hypoxic (NH) or 
hypoxic conditions (H) (0.1 % O2, 24 h). Whole cells extracts were prepared and blotted for the indicated 
antibodies; (B) Cells treated in similar conditions for 24 h were fractionated. Aliquots equivalent to 1/10 
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Figure 4. DNA-PK activation in hypoxia contributes to HIF-1α regulation and promotes cellular adaptation to hypoxia.
(A) Left panel: The MO59-J/Fus1 (DNA-PKcs proficient, +) and MO59-J/Fus9 (DNA-PKcs deficient, -) cells were incubated in 
the presence of 20 µM NU7026, 30 min before exposure to hypoxia. After 3 h, cells extracts were prepared and subjected to 
immunoblot assays; Right panel: HeLa cells were incubated in the presence or not of 20 µM NU7026, 30 min before incubation 
under non hypoxic (NH) or hypoxic conditions (0.1 % O2). At indicated times, extracts were prepared and used for immunoblots
assays with indicated antibodies; (B) The Ku80 deficient cells xrs-6 and their counterpart transfected with the human full-length 
cDNA encoding for Ku80, xrs-6/Ku80 were incubated or not with NU7026 (20 µM), 30 min before exposure to hypoxia. After 3 h, 
extracts were prepared and aliquots were subjected to immunoblots assays with the indicated antibodies; (C) Left panel: 
expression of GLUT-1 protein levels in the MO59-J/Fus1 and MO59-J/Fus9 cells cultured in hypoxic conditions for up to 48 h; 
Right panel: HeLa cells were incubated in the presence or not of 20 µM NU7026, 30 min before incubation under non hypoxic 
(NH) or hypoxic conditions (0.1 % O2). At indicated times, extracts were prepared, separated on SDS-PAGE gels and Glut-1 
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Figure 5. Hypoxia induces a DNA-damage like response initiated by chromatin modifications. (A) Proposed model to 
explain DNA-PK activation in hypoxic cells; (B) Left panel: HeLa cells were exposed to CLγ1 (30 or 100 pM) for 4 h and extracts 
were prepared to evaluate HIF-1α expression. As indicated, similar experiments were performed in cells previously treated with 
DFX for 1 h, prior treatment with CLγ1; Right panel: U87 cells were exposed to IR and 1 h after, cell extracts were prepared and 
blotted for the indicated antibodies.
Supplementary informations 
Antibodies. Anti-DNA-PKcs (clone 18-2), anti-Ku70 (clone N3H10), anti-Ku80 (clone 111 or S10B1), anti-
actin (clone ACTN05) monoclonal antibodies and the anti-GLUT-1 and anti-PARP-1 rabbit antibodies were 
from Neomarkers (Fremont, CA, USA). Anti-HIF-1α monoclonal antibody (clone 54) was from BD Biosciences 
(San Jose, CA, USA). Anti-HIF-2α (Ab8365), the polyclonal rabbit anti-XRCC-4 antibody as well as the 
antibody that specifically recognizes the phosphorylated form of DNA-PKcs on S2056 were from Abcam 
(Cambridge, UK). Anti-ATM (clone 2C1) was from GeneTex (San Antonio, USA) and the antibody that 
recognizes the phosphorylated form of ATM on S1981 was from Calbiochem (clone 10H11.E12, Darmstadt, 
Germany). The anti-
 γ-H2AX (clone JBW 301) and anti-histone H3 (unmodified Lys4) (clone CMA 301) 
monoclonal
 
antibodies and the polyclonal antibodies anti-acetyl-Histone H3 (Lys9), anti-acetyl-Histone H3 
(Lys14) were obtained from Upstate Biotechnology (Molsheim, France).  
 
Immunofluorescence. The detection of γH2AX was performed as previously described (Bouquet et al., 2006) 
with slight modifications in the fixation procedure (cells were fixed in 1 % final formaldehyde directly in the 
culture medium for 10 min at 37°C then neutralized in 50 mM NH4Cl for 2 min). Cells were then labeled as 
previously described (Bouquet et al., 2006) with indicated antibodies.  
 
Cell extracts, Western Blots. Whole cell extracts were performed as previously described (Monferran et al., 
2004). Western blots were performed as previously described (Monferran et al., 2004).  
 
Acid Anacardic treatment. HeLA cells were incubated in the presence of 30 µM Anacardic acid (obtained 
from Calbiochem). At indicated times, extracts were prepared and used for immunoblots assays with indicated 
antibodies.  
 
Bouquet, F., C. Muller, and B. Salles. 2006. The loss of gammaH2AX signal is a marker of DNA double strand 
breaks repair only at low levels of DNA damage. Cell Cycle. 5:1116-22. 
Monferran, S., J. Paupert, S. Dauvillier, B. Salles, and C. Muller. 2004. The membrane form of the DNA repair 
protein Ku interacts at the cell surface with metalloproteinase 9. Embo J. 23:3758-68. 
 


















γH2AX foci in hypoxic and in CLγ1-treated cells. Left panel: HeLA cells grown on 
coverslips were exposed to hypoxia (0.1% 02, 24 h) or cultivated in normoxic conditions. 
Cells were then fixed, permeabilized and stained with a phosphospecific H2AX antibody
followed by incubation with Alexa-Fluor 488 conjugated secondary Abs. DNA was
stained with propidium iodide. Right panel: similar experiments were performed 1 h after
exposure of HeLA cells to CLγ1 (10 pM).
AA treatment alone has no effect on DNA-PK activation. HeLA
cells were incubated in the presence of 30 µM Anacardic acid. At 
indicated times, extracts were prepared and used for immunoblots
assays with indicated antibodies. 
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2. Résultats complémentaires :  
 
a) Mécanisme moléculaire impliqué dans la régulation de 
l’accumulation de HIF-1α par la DNA-PKcs, en hypoxie 
 
Pour une meilleure compréhension du mécanisme moléculaire impliqué dans la régulation de 
HIF-1α par la DNA-PK, en hypoxie, nous avons regardé les différentes voies impliquées dans 
la régulation de l’expression des protéines : la transcription, la traduction et la dégradation. 
 
Tout d’abord, nous avons montré que la diminution de l’accumulation de HIF-1α en hypoxie, 
dans des cellules déficientes pour la DNA-PKcs, n’est pas liée à une diminution de 
l’expression de l’ARNm de HIF-1α, ni à une diminution de la biosynthèse de la protéine par 
rapport à des cellules proficientes (résultats non montrés).  
 
Ces résultats suggèrent que la DNA-PK agirait plutôt sur la dégradation de HIF-1α. Afin de 
confirmer cette hypothèse, des cellules traitées au DFX sont exposées à un inhibiteur de la 
synthèse protéique, le cycloheximide afin d’inhiber la traduction de l’ARNm de HIF-1α. La 
cinétique de dégradation de HIF-1α, en réponse au DFX, dans des cellules déficientes 
(MO59J/Fus9) et proficientes (MO59J/Fus1) pour la DNA-PKcs est alors mesurée par 
western blot. Cette expérience de mesure de la demi-vie de HIF-1α, « en hypoxie », est 
réalisée en réponse au DFX car le cycloheximide nécessite l’O2 pour fonctionner, cet 
inhibiteur est donc inactif en hypoxie. Dans les cellules proficientes pour la DNA-PKcs, la 
demi-vie de HIF-1α est d’environ 90 minutes alors qu’en absence de la DNA-PKcs, elle chute 
à 30 minutes (fig.1A et 1B). De façon intéressante, lorsque l’activité DNA-PK est inhibée, par 
un traitement au NU7026 de cellules MO59J/Fus1 (proficientes pour la DNA-PK), la demi-
vie de HIF-1α se retrouve à un niveau comparable à celui observé dans les lignées déficientes 
pour la DNA-PKcs (fig.1A et 1B). Ces résultats prouvent que la DNA-PK est impliquée dans 
le contrôle de la dégradation de HIF-1α, en hypoxie. 
 
Le contrôle de la dégradation de HIF-1α par la DNA-PK est-il dépendant du protéasome ? 
Afin de répondre à cette question, nous avons traité, dans un premier temps, les lignées 
MO59J/Fus1-Fus9 hypoxiées par un inhibiteur du protéasome, le MG132. Et nous avons 
montré que la différence d’accumulation de HIF-1α entre des cellules proficientes et 
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déficientes pour la DNA-PKcs n’est pas retrouvée lorsque le protéasome est inhibé (fig. 2A). 
De plus, lorsque la même expérience est réalisée sur des cellules HeLa hypoxiées, dont 
l’activité de la DNA-PK est inhibée par un traitement au NU7026, la différence 
d’accumulation de HIF-1α  entre cellules traitées par l’inhibiteur de la DNA-PK ou non n’est 
plus retrouvée (fig.2B). Ces résultats montrent que la DNA-PK interfère avec la voie de 
dégradation de HIF-1α en hypoxie, afin de contrôler son accumulation. 
 
b) Matériels et méthodes des résultats complémentaires 
 
Mesure de la demi-vie de HIF-1α en hypoxie : Les cellules sont traitées ou non pendant 3 h 
au DFX, pour permettre une induction de la protéine HIF-1α (T= 0 h). Puis elle sont traitées 
par 100 µM de cycloheximide afin d’inhiber la synthèse protéique. Ensuite à différents temps 
(30 min, 1 h, 2 h et 4 h), les cellules sont récupérées et des extraits protéiques sont réalisés 
afin d’évaluer la cinétique de disparition de HIF-1α en western blot. 
 
Traitement au MG132 : Afin d’inhiber l’activité du protéasome, les cellules sont traitées par 
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Figure 1. La DNA-PK est impliquée dans le contrôle de la dégradation de HIF-1α en 
hypoxie. (A) Panneau du haut: Les cellules MO59J/Fus1 et MO59J/Fus9 sont traitées 3 h 
au DFX. Après ces 3 h (T= 0 h), les cellules sont exposées au cycloheximide afin de 
bloquer la synthèse protéique. Aux temps indiqués, les cellules sont récupérées et des 
extraits protéiques sont réalisés. L’expression des protéines HIF-1α, HIF-1β et actine, en 
fonction du temps, sont mesurées par western blot. Panneau du bas: La même expérience 
est réalisée sur les cellules MO59J/Fus1, proficientes pour la DNA-PK, en DFX et en 
présence de NU7026. (B) Cette figure représente la quantification de l’expression de HIF-
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Figure 2. La DNA-PK interfère avec la voie de dégradation de HIF-1α en hypoxie, afin 
de contrôler sa dégradation. (A) Les cellules MO59J/Fus1 et MO59J/Fus9 sont incubées 
pendant 3 h en condition hypoxique, en présence ou non de MG132. Les cellules sont 
récupérées et des extraits protéiques sont réalisés. Le niveau d’expression de HIF-1α est 





















CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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Comme nous l’avons vu, des arguments récents de la littérature suggèrent que l’hypoxie est 
impliquée dans l’activation de voies de réponse aux dommages de l’ADN. Cependant, les 
mécanismes d’initiation et les conséquences de leur activation sont peu connus. Au cours de 
ma thèse, je me suis intéressée à une famille de protéines de réponse au stress, les analogues 
de PI3K (Phosphatidyl Inositol 3 Kinase Like Kinase ou PI3KKs), comprenant entre autre les 
protéines ATM et DNA-PK et j’ai étudié leur activation en hypoxie et leur impact sur 
l’accumulation de HIF-1. 
 
Dans la première partie de ma thèse, j’ai pu montrer que l’absence de la protéine ATM est 
impliquée dans la régulation positive de l’expression des deux sous-unités α et β du facteur de 
transcription HIF-1. Nous avons pour cela travaillé sur trois modèles cellulaires différents : 
(1) deux couples de cellules lymphoblastoïdes issues de patients AT et leurs contrôles 
respectifs ; (2) une lignée de fibroblastes ATM-/- transfectée avec un cDNA codant pour la 
protéine ATM sauvage ; (3) des cellules HeLa dans laquelle l’expression d’ATM est diminuée 
par une approche shRNA. Cette augmentation de l’expression de HIF-1 s’accompagne d’une 
augmentation des fonctions transactivatrices de ce facteur de transcription et conduit à la 
surexpression du facteur proangiogénique VEGF-A et du transporteur de glucose Glut-1. De 
façon intéressante, outre un rôle dans l’adaptation cellulaire à l’hypoxie leur surexpression 
permettrait d’expliquer certains aspects de la physiopathologie de l’Ataxie Telangiectasie 
(AT), syndrome associé à l’absence d’ATM chez l’homme. Le mécanisme moléculaire 
impliqué dans cet effet est dépendant du stress oxydatif existant dans les lignées déficientes 
pour ATM.  
Les patients atteints d’AT développent une résistance à l’insuline et un diabète (Bar et al., 
1978; Blevins and Gebhart, 1996; Schalch et al., 1970). Ces symptômes ont été attribués aux 
fonctions cytoplasmiques d’ATM, une proportion de 10 à 20 % des protéines ATM totales 
étant retrouvée dans le cytoplasme (Lavin, 2008). L’équipe de M. Kastan a ainsi pu démontrer 
que ATM est impliqué dans la réponse à l’insuline via son rôle dans la phosphorylation de la 
protéine cytoplasmique 4E-BP1, et plus généralement dans la traduction (Yang and Kastan, 
2000). Dans cette étude, nous avons montré que l’absence de la protéine ATM est associée à 
la surexpression du transporteur de glucose Glut-1. Ce transporteur est exprimé de façon 
ubiquitaire et lorsqu’il est exprimé à la surface des cellules, il contribue à l’entrée de glucose. 
De façon intéressante, il a été démontré que la surexpression de la forme humaine de Glut-1, 
dans des cellules musculaires lisses de souris, est impliquée dans l’augmentation basale du 
transport de glucose et affecte la stimulation du transport de glucose par l’insuline (Hansen et 
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al., 1998). Dans notre étude, nous avons montré que la surexpression de Glut-1, en absence de 
la protéine ATM, induit une augmentation du transport basal de glucose dans les cellules, 
mais nous n’avons pas montré que cet effet est associé à une résistance à l’insuline, 
essentiellement à cause du modèle cellulaire utilisé. En effet, il existe trois types de tissus 
insulino-répondeurs : le tissu musculaire et le foie, impliqués dans le stockage du glucose sous 
la forme de glycogène, et le tissu adipeux, impliqué dans le stockage du glucose sous forme 
de triglycérides. Or dans ce travail, nous avons réalisé les mesures de transport du glucose 
dans une lignée de fibroblastes de la peau, non répondeurs à l’insuline. Une des stratégies à 
développer pour répondre à cette question consistait à construire une lignée déficiente pour 
ATM, par une approche shRNA, dans un modèle insulino-répondeur. Nous avons ainsi choisi 
le modèle HepG2, lignée d’hépatocarcinome humain, classiquement utilisé comme modèle de 
cellules hépatiques. Cependant, la diminution de l’expression de la protéine ATM dans ce 
modèle induit une mortalité cellulaire précoce, nous n’avons donc pu l’utiliser. 
En plus des altérations au niveau du métabolisme du glucose, la surexpression de HIF-1, en 
absence d’ATM, pourrait aussi contribuer à l’apparition d’une autre caractéristique clinique 
de la maladie : les telangiectasies, qui correspondent à un élargissement des vaisseaux 
sanguins observé dès les premières étapes de l’angiogenèse. En effet, HIF-1 est un facteur de 
transcription impliqué dans l’angiogenèse, comme le montre l’augmentation du nombre de 
capillaires au niveau du derme de souris trangéniques exprimant HIF-1α de façon constitutive 
(Hansen et al., 1998). Bien que chez les patients atteints d’AT, les anomalies de la 
vascularisation ne se limitent pas à la peau, ces dernières sont les mieux caractérisées, les 
patients développant très tôt des telangiectasies oculo-cutanées, facilement observables. Ces 
anomalies apparaissent donc dans les zones exposées au soleil, et de ce fait aux UV. De façon 
intéressante, Rezvani et al. ont pu montrer que l’irradiation de kératinocytes aux UV-B était 
impliquée dans l’augmentation de l’expression de HIF-1α par un mécanisme dépendant des 
ROS (Hansen et al., 1998). Nous avons donc émis l’hypothèse que l’exposition aux UV de 
patients AT conduisait à l’augmentation de l’expression de HIF-1 et du VEGF, expliquant 
ainsi l’existence de telangiectasies dans les zones exposées au niveau de la peau. Cependant, 
nos expérimentations ont été limitées par les modèles cellulaires utilisés, puisque l’exposition 
aux UV-B des fibroblastes et des cellules HeLa n’induit pas d’augmentation de l’expression 
de HIF-1α (résultats non montrés). Comme pour tester la réponse à l’insuline, la construction 
d’une lignée cellulaire adaptée à la question posée ne nous a pas permis de confirmer cette 
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hypothèse. En effet, la diminution de l’expression d’ATM dans des Kératinocytes (HaCat), 
modèle de cellules de peau, induit une mortalité cellulaire précoce.  
Nous avons donc rencontré des problèmes dans l’obtention des lignées d’hépatocarcinomes 
(HepG2) et de kératinocytes (HaCat) présentant une diminution de l’expression de la protéine 
ATM, par une approche shRNA. Cette absence de modèles « tissulaires » déficients en 
protéine ATM nous a limité dans l’exploration des conséquences physiopathologiques de la 
surexpression de HIF-1 sur le phénotype AT. Cependant, nous avons obtenu un mélange 
(pool) de cellules HeLa exprimant le shRNA dirigé contre la protéine ATM. Ces différences, 
selon la lignée cellulaire considérée, peuvent s’expliquer par une augmentation de l’apoptose. 
En effet, contrairement à la lignée HeLa, les lignées HepG2 et HaCat expriment la protéine 
p53, protéine impliquée dans l’induction de l’apoptose. L’augmentation de la mortalité des 
cellules HepG2 et HaCat transfectées avec le shRNA dirigé contre ATM peut donc 
s’expliquer par une augmentation de l’apoptose induite par p53, ce qui demande à être vérifié. 
Une façon de contourner ce problème serait d’utiliser des modèles murins déficients pour la 
protéine ATM. Cependant, ni les telangiectasies ni la résistance à l’insuline n’ont été 
mentionnées dans le phénotype de souris KO pour ATM (Barlow et al., 1996). Toutefois, s’il 
s’avérait que ces souris présentent des anomalies de la vascularisation, nous pourrions, par 
exemple, étudier l’effet des UV-B sur les telangiectasies oculo-cutanées et observer 
l’amplification du phénotype chez les souris déficientes pour ATM irradiées aux UV-B, par 
rapport aux souris non irradiées. Nous pourrions également envisager d’induire une 
carcinogenèse mammaire chez ces souris, soit par croisement avec des souris transgéniques 
HER2/Neu, soit par l’intermédiaire du virus du cancer mammaire de la souris (MMTV). Ainsi 
nous pourrions étudier, au sein de ces tumeurs, l’expression de HIF-1, des ses gènes cibles et 
la vascularisation, en comparant des souris KO pour ATM et sauvages.  
Comme nous l’avons vu dans l’introduction de ce manuscrit, des études épidémiologiques 
menées dans des familles d’ataxiques suggèrent que les hétérozygotes pour une mutation 
d’ATM pourraient avoir une augmentation du risque de cancer du sein par rapport à la 
population générale. L’augmentation des risques est comprise entre 2 et 4 fois selon les études 
(Easton, 1994; Janin et al., 1999; Renwick et al., 2006). De plus, des modifications 
épigénétiques sont impliquées dans l’inhibition du gène d’ATM observée dans des cancers du 
sein avancés (Prokopcova et al., 2007). Ainsi, Cuatrecasas et al. ont montré que la diminution 
de l’expression de la protéine ATM, dans des cancers du sein sporadiques, est corrélée à 
l’augmentation de l’apparition de zones micro-vasculaires (Cuatrecasas et al., 2006). Pour 
finir, il serait donc intéressant de corréler, en immunohistochimie sur des tumeurs 
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mammaires, la diminution de l’expression d’ATM avec la surexpression de HIF-1 et de ses 
gènes cibles, ceci pouvant expliquer le mauvais pronostic associé à la diminution d’ATM 
dans les cancers du sein (Ye et al., 2007). 
 
Dans la dernière partie de ma thèse, j’ai montré d’une part que la protéine ATM est activée en 
condition d’hypoxie sévère (< 0.1 % O2), comme le montre son autophosphorylation sur le 
résidu serine 1981, cette activation présentant de faibles conséquences sur l’accumulation de 
HIF-1 et plus généralement sur l’adaptation hypoxique. J’ai aussi montré que la protéine 
DNA-PK, impliquée dans la réparation des cassures doubles brins de l’ADN (CDBs), est 
activée en hypoxie, dès 1 % d’O2. Cette activation est montrée d’une part, par la relocalisation 
de la protéine du compartiment nucléocytoplasmique vers une fraction nucléaire résistante à 
l’extraction et d’autre part, par son autophosphorylation sur le résidu serine 2056. Les 
résultats obtenus suggèrent que la DNA-PK serait activée par une voie non classique, 
indépendante des CDBs. De façon intéressante, l’hypoxie est associée à des modifications des 
histones, parmi lesquelles l’acétylation, et nous avons démontré que ces modifications de la 
chromatine sont responsables de l’activation de la DNA-PK dans ces conditions.  
Concernant ces modifications de la chromatine en hypoxie, nous avons retrouvé 
l’hyperacétylation du résidu lysine 14 de l’histone H3, déjà décrite par l’étude de Johnson et 
al. (Johnson et al., 2008), et nous avons impliqué cette hyperacétylation dans l’activation de la 
DNA-PK en hypoxie. En effet, lorsque l’acétylation des histones est bloquée par l’utilisation 
d’un inhibiteur des Histones Acétyl Transférases, l’activation de la DNA-PK, en hypoxie, 
n’est pas retrouvée. Ce résultat ainsi que ceux obtenus par l’équipe d’E. Hammond, montrant 
que l’activation d’ATM en hypoxie est indépendante des CDBs, suggèrent que les protéines 
ATM et DNA-PK sont activées dans un contexte de modifications de l’acétylation des 
histones, et notamment en réponse à l’acétylation de l’histone H3K14. De façon intéressante, 
une étude parue dans Nature Cell Biology en 2009 a mis en évidence l’activation d’ATM par 
une modification de l’acétylation de l’histone H3 sur le résidu lysine en position 14, 
modification dépendante de la protéine HMGN1 (High Mobility Group N1). En effet en 
réponse aux RI, les cellules déficientes pour HMGN1 n’induisent pas d’hyperacétylation 
d’H3K14, ce qui conduit à un défaut d’activation d’ATM (Kim et al., 2009). Ainsi 
l’activation des protéines ATM et DNA-PK en hypoxie pourrait dépendre de la protéine 
HMGN1, via l’acétylation de l’histone H3K14. Afin d’étudier le lien entre l’acétylation de 
l’histone H3K14 et l’activation de ces protéines en hypoxie, des cellules déficientes pour la 
protéine HMGN1 pourraient être utilisées. Des cellules murines déficientes pour HMGN1 
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(Kim et al., 2009) et l’utilisation d’une approche siRNA dirigée contre HMGN1 (Zhu and 
Hansen, 2007) permettraient d’étudier l’activation des protéines ATM et DNA-PK, via leurs 
niveaux d’autophosphorylation et leur remobilisation vers des fractions insolubles, en 
hypoxie. 
A côté de l’acétylation des histones, d’autres modifications de la chromatine coexistent en 
hypoxie. Le groupe d’A. Giaccia a, en effet, montré en 2003 que le variant de l’histone H2A, 
l’histone H2AX, est phosphorylé en hypoxie sévère (0.02 % O2, 18 h), et que sa 
phosphorylation dans ces conditions est dépendante de la protéine ATR (Hammond et al., 
2003a). Nous avons reproduit ce résultat et décrit une hyperphosphorylation de H2AX en 
réponse à une hypoxie sévère (0.1 % d’O2), dès 4 h de traitement. Ainsi, une autre hypothèse 
que nous pourrions étudier est l’implication de la phosphorylation de H2AX dans l’activation 
d’ATM et de la DNA-PK en hypoxie. Nous venons de voir qu’en hypoxie, H2AX est 
phosphorylé dès les premières heures de traitement, principalement par ATR. Nous proposons 
que cet événement initial pourrait favoriser l’activation secondaire de DNA-PK ou ATM qui 
survient plus tardivement (12 h). Cette hypothèse est soutenue par une étude parue en 2009 
qui montre qu’en réponse aux radiations ionisantes H2AX participe à l’activation d’ATM via 
son interaction avec NBS1 (Kobayashi et al., 2009). Afin de répondre à cette question, nous 
pourrions utiliser des cellules déficientes pour la protéine H2AX et étudier les niveaux de 
phosphorylation et la remobilisation des protéines ATM et DNA-PK en hypoxie, par rapport à 
des cellules proficientes pour H2AX. Les outils dont nous pourrions disposer passent par 
l’utilisation de cellules murines déficientes pour H2AX (Kobayashi et al., 2009). 
Au cours de sa thèse, Fanny Bouquet avait pu montrer que l’activation de la DNA-PK en 
hypoxie est impliquée dans le contrôle de la stabilité de HIF-1α, permettant l’adaptation 
cellulaire à l’hypoxie. Les résultats obtenus montrent que la DNA-PK interfère avec la voie de 
dégradation de HIF-1α en hypoxie, afin de contrôler son accumulation. En effet, le rôle 
positif que joue la DNA-PKcs sur l’accumulation de la protéine HIF-1α est dépendant d’une 
diminution de sa dégradation par la voie dépendante de pVHL et du protéasome. L’activité 
kinase de la DNA-PK est impliquée dans cet effet, ce qui suggère qu’elle phosphoryle 
directement HIF-1α, un des acteurs de la dégradation, ou une autre protéine qui pourrait 
inhiber la voie de dégradation de HIF-1α. Une des hypothèses retenue est que la DNA-PK 
pourrait phosphoryler la protéine HIF-1α et que cette phosphorylation pourrait réguler sa 
capacité à interagir avec la forme nucléaire de pVHL. En effet, il est important de souligner 
que pVHL pourrait être présent dans le noyau et que les complexes HIF-1α/pVHL ainsi 
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formés être exportés vers le cytoplasme où aurait lieu la dégradation de HIF-1α (Groulx and 
Lee, 2002), une autre hypothèse étant que cette dégradation aurait lieu dans le noyau où 
l’activité du protéasome est retrouvé (Groulx and Lee, 2002). Des modifications de 
l’interaction entre pVHL et un de ses substrats phosphorylé ont déjà été décrites pour l’ARN 
polymérase II (Kuznetsova et al., 2003). Concernant ce mécanisme, Fanny Bouquet a pu 
montrer que HIF-1α n’est pas un substrat de phosphorylation de la DNA-PK in vitro toutefois 
des dissociations entre cibles in vitro et in vivo peuvent être envisagées. De plus, un site 
potentiel de phosphorylation par la DNA-PK est présent sur HIF-1α. Ce site se situe au 
niveau du domaine ODD sur lequel l’ensemble des modifications post-traductionnelles de 
HIF-1α qui influent sur la dégradation hypoxique de HIF-1α ont lieu. Ce site potentiel est la 
thréonine 552 qui se situe plus précisément dans le domaine de liaison avec pVHL (Huang et 
al., 1998). L’équipe de Gregg Semenza a montré que la transfection de doubles mutants de 
HIF-1α non phosphorylables, T552A et de l’acide aminé précédent la serine 551, S551G, 
dans des cellules embryonnaires humaines de rein les HEK293, induisait une augmentation de 
l’expression de cet HIF-1α transfecté, même en normoxie. Ceci suggère que la 
phosphorylation de ces sites est impliquée dans la dégradation de HIF-1α. D’autre part, cette 
même équipe a montré que la transfection de doubles mutants de HIF-1α, S551D et T552D, 
mimant une phosphorylation constitutive de ces sites, n’induisait pas l’augmentation 
normoxique, mais hypoxique de l’expression de cet HIF-1α transfecté. Ces résultats montrent 
que la phosphorylation de ces sites n’est pas impliquée dans la dégradation de HIF-1α en 
hypoxie, mais qu’elle interfère avec la dégradation normoxique de HIF-1α (Sutter et al., 
2000). Cependant, ces résultats ainsi que les notres suggèrent l’importance de ces résidus dans 
la stabilité de HIF-1α, la DNA-PKcs pourrait, en effet, phosphoryler HIF-1α sur la thréonine 
552 et cette phosphorylation pourrait empêcher la liaison de pVHL et donc son 
ubiquitinylation et son adressage au protéasome. Ainsi, nous avons construit des mutants de 
HIF-1α phosphorylables et non phosphorylables, simples et doubles, pour les sites S551 et 
T552. L’objectif étant de transfecter des cellules proficientes et déficientes pour la DNA-PKcs 
ou des cellules traitées ou non au NU7026 par ces constructions, afin de montrer l’implication 
ou non de ces résidus dans le contrôle de HIF-1α par la DNA-PK. Les essais sont 
actuellement en cours dans le laboratoire. 
 
Ces dernières années, de nouveaux travaux ont montré que plutôt qu’une hypoxie stable 
prolongée, les tumeurs (et donc les cellules tumorales et les cellules endothéliales) sont 
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soumises à des cycles successifs d’hypoxie/réoxygénation (pour revue (Dewhirst et al., 
2008)). En effet, les études actuelles ont permis de montrer que le flux vasculaire est 
périodiquement diminué ou interrompu eu égard de la complexité architecturale et du défaut 
de maturation qui est fréquemment observé dans la vascularisation tumorale. Ces irrégularités 
dans la vascularisation tumorale ont été observées in vivo et entraînent des périodes d’hypoxie 
transitoires allant de quelques minutes à quelques heures (pour revue (Bache et al., 2008)). 
Deux types de périodes peuvent être observés : des variations rapides de la concentration en 
O2 délimitant des périodes d’hypoxie de un à trois cycles par heures définissant une « hypoxie 
intermittente aigue » et des fluctuations plus lentes de rythme journalier pouvant être 
qualifiées « d’hypoxie intermittente chronique » (Dewhirst, 2007). Les conséquences de ces 
cycles d’hypoxie-réoxygenation sur la progression tumorale et donc la survie des cellules 
tumorales et des cellules endothéliales n’ont été envisagées que récemment. En particulier, le 
groupe d’Olivier Féron a montré que l’exposition de cellules endothéliales à une hypoxie 
intermittente aigue permettait de stimuler des voies de survie à différents stress, dont les RI, et 
que cette activation des voies de survie était dépendante du facteur HIF-1 (Martinive et al., 
2006). Les premiers résultats qu’ils ont obtenus montrent qu’un même phénomène est 
retrouvé dans les cellules tumorales. De plus cette équipe a récemment montré que ces phases 
d’hypoxie/réoxygénation s’accompagnent de modifications du profil de phosphorylation de 
HIF-1α, dépendant de l’activité de la PKA, ces modifications post-traductionnelles étant 
susceptibles d’amplifier son activité transactivatrice. 
Dans l’équipe, nous avons établi que l’hypoxie intermittente, aigue ou chronique, 
s’accompagne d’une accumulation progressive de l’expression de HIF-1α dans deux modèles 
de lignées tumorales, HeLa et HCT116. Dans le cas de l’hypoxie chronique, nous observons 
une augmentation progressive de l’expression des cibles transcriptionnelles de HIF-1α, 
confirmant pour la première fois ex vivo que l’hypoxie intermittente conduit à une 
augmentation progressive de l’activité de HIF-1 dans les cellules tumorales. Nous avons pu 
montrer que les cycles successifs d’hypoxie/réoxygénation protègent HIF-1α de la 
dégradation durant la phase hypoxique. 
Nous avons émis l’hypothèse que les périodes de réoxygénation pouvaient s’accompagner 
d’un stress oxydatif susceptible de conduire à l’apparition de dommages de l’ADN et donc 
d’activer les PI3KKs, ATM et DNA-PK. De façon intéressante, au cours de cette étude, à 
laquelle j’ai participé, nous avons montré que la protéine ATM n’est pas activée dans ces 
conditions d’hypoxie/réoxygénation, contrairement à la DNA-PK. La DNA-PK interférant 
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avec la voie de dégradation de HIF-1α en hypoxie, l’étude du rôle de la DNA-PK dans le 
contrôle de l’expression et de la fonction de HIF-1 au cours des cycles successifs 
d’hypoxie/réoxygénation est envisagée. Ainsi, une des première étapes consiste à étudier 
l’effet du NU7026, inhibiteur de l’activité kinase de la DNA-PK, sur l’accumulation 
progressive et l’activité de HIF-1α en hypoxie intermittente. Cette même expérience sera 
ensuite réalisée sur des cellules déficientes pour la DNA-PK. Par ailleurs, nous souhaitons 
déterminer l’impact de l’hypoxie intermittente chronique sur la radiorésistance et les capacités 
invasives des cellules tumorales, et l’implication de la DNA-PK dans ces effets. 
Notre objectif à terme est de montrer qu’outre leur effet sur la signalisation et la réparation 
des CDBs, des inhibiteurs de ces protéines kinases pourraient présenter un effet très 
intéressant et spécifique sur la radiorésistance et l’invasion des cellules tumorales exposées à 
des modifications intermittentes de la pression en O2. En effet, comprendre les bases 
moléculaires de la radiorésistance induite par l’hypoxie intermittente est un objectif important 
de la recherche en radiobiologie actuelle qui pourra déboucher sur la découverte de nouveaux 
radiosensibilisateurs dans un contexte adapté à la « physiologie » de la tumeur. 
 
En conclusion durant ma thèse, j’ai pu montrer que l’absence de la protéine ATM est 
impliquée dans la régulation positive de l’expression du facteur de transcription HIF-1. Outre 
un rôle dans l’adaptation cellulaire à l’hypoxie cette surexpression permettrait d’expliquer 
certains aspects de la physiopathologie de la maladie Ataxie Telangiectasie, syndrome associé 
à l’absence d’ATM chez l’homme. J’ai aussi pu montrer que la protéine DNA-PK, impliquée 
dans la réparation des cassures doubles brins de l’ADN (CDBs), est activée en hypoxie. Nos 
résultats suggèrent que la DNA-PK serait activée par une voie non classique, indépendante 
des CDBs. L’hypoxie est associée à des modifications des histones, parmi lesquelles 
l’acétylation, et nous avons démontré que ces modifications de la chromatine sont 
responsables de l’activation de la DNA-PK dans ces conditions. De plus, l’activation de la 
DNA-PK est impliquée dans le contrôle de la stabilité de HIF-1α, permettant l’adaptation 
cellulaire à l’hypoxie. Ensemble, nos résultats montre un rôle des PI3KKs dans la régulation 
de HIF-1 et suggèrent que l’hypoxie induit une réponse aux dommages de l’ADN, favorisant 
l’adaptation des cellules à ce stress environnemental. Ainsi, l’utilisation d’inhibiteurs de 
l’activité kinase de la DNA-PK représenterait une nouvelle stratégie en pharmacologie anti-





































      A 
 
Abraham, R.T. 2001. Cell cycle checkpoint signaling through the ATM and ATR kinases. Genes Dev. 15:2177-
96. 
 
Abraham, R.T. 2004. PI 3-kinase related kinases: 'big' players in stress-induced signaling pathways. DNA Repair 
(Amst). 3:883-7. 
 
Ahmed, M., and N. Rahman. 2006. ATM and breast cancer susceptibility. Oncogene. 25:5906-11. 
 
Alao, J.P., and P. Sunnerhagen. 2009. The ATM and ATR inhibitors CGK733 and caffeine suppress cyclin D1 
levels and inhibit cell proliferation. Radiat Oncol. 4:51. 
 
Amromin, G.D., E. Boder, and R. Teplitz. 1979. Ataxia-telangiectasia with a 32 year survival. A 
clinicopathological report. J Neuropathol Exp Neurol. 38:621-43. 
 
Andegeko, Y., L. Moyal, L. Mittelman, I. Tsarfaty, Y. Shiloh, and G. Rotman. 2001. Nuclear retention of ATM 
at sites of DNA double strand breaks. J Biol Chem. 276:38224-30. 
 
Angele, S., A. Lauge, M. Fernet, N. Moullan, P. Beauvais, J. Couturier, D. Stoppa-Lyonnet, and J. Hall. 2003. 
Phenotypic cellular characterization of an ataxia telangiectasia patient carrying a causal homozygous 
missense mutation. Hum Mutat. 21:169-70. 
 
Appelhoff, R.J., Y.M. Tian, R.R. Raval, H. Turley, A.L. Harris, C.W. Pugh, P.J. Ratcliffe, and J.M. Gleadle. 
2004. Differential function of the prolyl hydroxylases PHD1, PHD2, and PHD3 in the regulation of 
hypoxia-inducible factor. J Biol Chem. 279:38458-65. 
 
Arrigo, A.P. 2005. [Heat shock proteins as molecular chaperones]. Med Sci (Paris). 21:619-25. 
 
      B 
 
Baatout, S., H. Derradji, O. Petitfour, H. von Suchodoletz, and M. Mergeay. 2002. [Mechanisms of radio-
induced apoptosis]. Can J Physiol Pharmacol. 80:629-37. 
 
Bache, M., M. Kappler, H.M. Said, A. Staab, and D. Vordermark. 2008. Detection and specific targeting of 
hypoxic regions within solid tumors: current preclinical and clinical strategies. Curr Med Chem. 
15:322-38. 
Bakkenist, C.J., and M.B. Kastan. 2003. DNA damage activates ATM through intermolecular 
autophosphorylation and dimer dissociation. Nature. 421:499-506. 
 
Ball, L.G., and W. Xiao. 2005. Molecular basis of ataxia telangiectasia and related diseases. Acta Pharmacol Sin. 
26:897-907. 
 
Baluk, P., S. Morikawa, A. Haskell, M. Mancuso, and D.M. McDonald. 2003. Abnormalities of basement 
membrane on blood vessels and endothelial sprouts in tumors. Am J Pathol. 163:1801-15. 
 
Bar, R.S., W.R. Levis, M.M. Rechler, L.C. Harrison, C. Siebert, J. Podskalny, J. Roth, and M. Muggeo. 1978. 
Extreme insulin resistance in ataxia telangiectasia: defect in affinity of insulin receptors. N Engl J Med. 
298:1164-71. 
 
Barlow, C., S. Hirotsune, R. Paylor, M. Liyanage, M. Eckhaus, F. Collins, Y. Shiloh, J.N. Crawley, T. Ried, D. 
Tagle, and A. Wynshaw-Boris. 1996. Atm-deficient mice: a paradigm of ataxia telangiectasia. Cell. 
86:159-71. 
 
Bencokova, Z., M.R. Kaufmann, I.M. Pires, P.S. Lecane, A.J. Giaccia, and E.M. Hammond. 2009. ATM 
activation and signaling under hypoxic conditions. Mol Cell Biol. 29:526-37. 
 
Benita, Y., H. Kikuchi, A.D. Smith, M.Q. Zhang, D.C. Chung, and R.J. Xavier. 2009. An integrative genomics 
approach identifies Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1)-target genes that form the core response to 
hypoxia. Nucleic Acids Res. 37:4587-602. 
 87
 
Berger, S.L. 2001. Molecular biology. The histone modification circus. Science. 292:64-5. 
 
Bergers, G., and L.E. Benjamin. 2003. Tumorigenesis and the angiogenic switch. Nat Rev Cancer. 3:401-10. 
 
Berra, E., E. Benizri, A. Ginouves, V. Volmat, D. Roux, and J. Pouyssegur. 2003. HIF prolyl-hydroxylase 2 is 
the key oxygen sensor setting low steady-state levels of HIF-1alpha in normoxia. Embo J. 22:4082-90. 
 
Berra, E., A. Ginouves, and J. Pouyssegur. 2006. The hypoxia-inducible-factor hydroxylases bring fresh air into 
hypoxia signalling. EMBO Rep. 7:41-5. 
 
Berra, E., D.E. Richard, E. Gothie, and J. Pouyssegur. 2001a. HIF-1-dependent transcriptional activity is 
required for oxygen-mediated HIF-1alpha degradation. FEBS Lett. 491:85-90. 
 
Berra, E., D. Roux, D.E. Richard, and J. Pouyssegur. 2001b. Hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1 alpha) 
escapes O(2)-driven proteasomal degradation irrespective of its subcellular localization: nucleus or 
cytoplasm. EMBO Rep. 2:615-20. 
 
Bindra, R.S., S.L. Gibson, A. Meng, U. Westermark, M. Jasin, A.J. Pierce, R.G. Bristow, M.K. Classon, and 
P.M. Glazer. 2005. Hypoxia-induced down-regulation of BRCA1 expression by E2Fs. Cancer Res. 
65:11597-604. 
 
Bindra, R.S., and P.M. Glazer. 2005. Genetic instability and the tumor microenvironment: towards the concept 
of microenvironment-induced mutagenesis. Mutat Res. 569:75-85. 
 
Bindra, R.S., and P.M. Glazer. 2007a. Co-repression of mismatch repair gene expression by hypoxia in cancer 
cells: role of the Myc/Max network. Cancer Lett. 252:93-103. 
 
Bindra, R.S., and P.M. Glazer. 2007b. Repression of RAD51 gene expression by E2F4/p130 complexes in 
hypoxia. Oncogene. 26:2048-57. 
 
Bindra, R.S., P.J. Schaffer, A. Meng, J. Woo, K. Maseide, M.E. Roth, P. Lizardi, D.W. Hedley, R.G. Bristow, 
and P.M. Glazer. 2004. Down-regulation of Rad51 and decreased homologous recombination in 
hypoxic cancer cells. Mol Cell Biol. 24:8504-18. 
 
Blevins, L.S., Jr., and S.S. Gebhart. 1996. Insulin-resistant diabetes mellitus in a black woman with ataxia-
telangiectasia. South Med J. 89:619-21. 
 
Block, W.D., Y. Yu, D. Merkle, J.L. Gifford, Q. Ding, K. Meek, and S.P. Lees-Miller. 2004. 
Autophosphorylation-dependent remodeling of the DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 
regulates ligation of DNA ends. Nucleic Acids Res. 32:4351-7. 
 
Bonello, S., C. Zahringer, R.S. BelAiba, T. Djordjevic, J. Hess, C. Michiels, T. Kietzmann, and A. Gorlach. 
2007. Reactive oxygen species activate the HIF-1alpha promoter via a functional NFkappaB site. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 27:755-61. 
 
Bonilla, C.Y., J.A. Melo, and D.P. Toczyski. 2008. Colocalization of sensors is sufficient to activate the DNA 
damage checkpoint in the absence of damage. Mol Cell. 30:267-76. 
 
Brahimi-Horn, C., and J. Pouyssegur. 2006. The role of the hypoxia-inducible factor in tumor metabolism 
growth and invasion. Bull Cancer. 93:E73-80. 
 
Brahimi-Horn, M.C., J. Chiche, and J. Pouyssegur. 2007a. Hypoxia and cancer. J Mol Med. 85:1301-7. 
 
Brahimi-Horn, M.C., J. Chiche, and J. Pouyssegur. 2007b. Hypoxia signalling controls metabolic demand. Curr 
Opin Cell Biol. 19:223-9. 
 
Bree, R.T., C. Neary, A. Samali, and N.F. Lowndes. 2004. The switch from survival responses to apoptosis after 
chromosomal breaks. DNA Repair (Amst). 3:989-95. 
 
 88
Brown, E.J., and D. Baltimore. 2000. ATR disruption leads to chromosomal fragmentation and early embryonic 
lethality. Genes Dev. 14:397-402. 
 
Bruick, R.K., and S.L. McKnight. 2001. A conserved family of prolyl-4-hydroxylases that modify HIF. Science. 
294:1337-40. 
 
      C 
 
Calsou, P., C. Delteil, P. Frit, J. Drouet, and B. Salles. 2003. Coordinated assembly of Ku and p460 subunits of 
the DNA-dependent protein kinase on DNA ends is necessary for XRCC4-ligase IV recruitment. J Mol 
Biol. 326:93-103. 
 
Carmeliet, P. 2000. Mechanisms of angiogenesis and arteriogenesis. Nat Med. 6:389-95. 
 
Carmeliet, P., Y. Dor, J.M. Herbert, D. Fukumura, K. Brusselmans, M. Dewerchin, M. Neeman, F. Bono, R. 
Abramovitch, P. Maxwell, C.J. Koch, P. Ratcliffe, L. Moons, R.K. Jain, D. Collen, and E. Keshert. 
1998. Role of HIF-1alpha in hypoxia-mediated apoptosis, cell proliferation and tumour angiogenesis. 
Nature. 394:485-90. 
 
Carmeliet, P., V. Ferreira, G. Breier, S. Pollefeyt, L. Kieckens, M. Gertsenstein, M. Fahrig, A. Vandenhoeck, K. 
Harpal, C. Eberhardt, C. Declercq, J. Pawling, L. Moons, D. Collen, W. Risau, and A. Nagy. 1996. 
Abnormal blood vessel development and lethality in embryos lacking a single VEGF allele. Nature. 
380:435-9. 
 
Carrero, P., K. Okamoto, P. Coumailleau, S. O'Brien, H. Tanaka, and L. Poellinger. 2000. Redox-regulated 
recruitment of the transcriptional coactivators CREB-binding protein and SRC-1 to hypoxia-inducible 
factor 1alpha. Mol Cell Biol. 20:402-15. 
 
Chan, D.A., P.D. Sutphin, S.E. Yen, and A.J. Giaccia. 2005. Coordinate regulation of the oxygen-dependent 
degradation domains of hypoxia-inducible factor 1 alpha. Mol Cell Biol. 25:6415-26. 
 
Chan, D.W., B.P. Chen, S. Prithivirajsingh, A. Kurimasa, M.D. Story, J. Qin, and D.J. Chen. 2002. 
Autophosphorylation of the DNA-dependent protein kinase catalytic subunit is required for rejoining of 
DNA double-strand breaks. Genes Dev. 16:2333-8. 
 
Chan, H.M., and N.B. La Thangue. 2001. p300/CBP proteins: HATs for transcriptional bridges and scaffolds. J 
Cell Sci. 114:2363-73. 
 
Chappell, C., L.A. Hanakahi, F. Karimi-Busheri, M. Weinfeld, and S.C. West. 2002. Involvement of human 
polynucleotide kinase in double-strand break repair by non-homologous end joining. Embo J. 21:2827-
32. 
 
Chen, B.P., D.W. Chan, J. Kobayashi, S. Burma, A. Asaithamby, K. Morotomi-Yano, E. Botvinick, J. Qin, and 
D.J. Chen. 2005a. Cell cycle dependence of DNA-dependent protein kinase phosphorylation in 
response to DNA double strand breaks. J Biol Chem. 280:14709-15. 
 
Chen, B.P., N. Uematsu, J. Kobayashi, Y. Lerenthal, A. Krempler, H. Yajima, M. Lobrich, Y. Shiloh, and D.J. 
Chen. 2007. Ataxia telangiectasia mutated (ATM) is essential for DNA-PKcs phosphorylations at the 
Thr-2609 cluster upon DNA double strand break. J Biol Chem. 282:6582-7. 
 
Chen, C., N. Pore, A. Behrooz, F. Ismail-Beigi, and A. Maity. 2001. Regulation of glut1 mRNA by hypoxia-
inducible factor-1. Interaction between H-ras and hypoxia. J Biol Chem. 276:9519-25. 
 
Chen, L., T. Morio, Y. Minegishi, S. Nakada, M. Nagasawa, K. Komatsu, L. Chessa, A. Villa, D. Lecis, D. 
Delia, and S. Mizutani. 2005b. Ataxia-telangiectasia-mutated dependent phosphorylation of Artemis in 
response to DNA damage. Cancer Sci. 96:134-41. 
 
Coquelle, A., L. Rozier, B. Dutrillaux, and M. Debatisse. 2002. Induction of multiple double-strand breaks 
within an hsr by meganucleaseI-SceI expression or fragile site activation leads to formation of double 
minutes and other chromosomal rearrangements. Oncogene. 21:7671-9. 
 89
 
Coquelle, A., F. Toledo, S. Stern, A. Bieth, and M. Debatisse. 1998. A new role for hypoxia in tumor 
progression: induction of fragile site triggering genomic rearrangements and formation of complex 
DMs and HSRs. Mol Cell. 2:259-65. 
 
Cortez, D., Y. Wang, J. Qin, and S.J. Elledge. 1999. Requirement of ATM-dependent phosphorylation of brca1 
in the DNA damage response to double-strand breaks. Science. 286:1162-6. 
 
Costa, M., T.L. Davidson, H. Chen, Q. Ke, P. Zhang, Y. Yan, C. Huang, and T. Kluz. 2005. Nickel 
carcinogenesis: epigenetics and hypoxia signaling. Mutat Res. 592:79-88. 
 
Crescenzi, E., G. Palumbo, J. de Boer, and H.J. Brady. 2008. Ataxia telangiectasia mutated and p21CIP1 
modulate cell survival of drug-induced senescent tumor cells: implications for chemotherapy. Clin 
Cancer Res. 14:1877-87. 
 
Cuatrecasas, M., G. Santamaria, M. Velasco, E. Camacho, L. Hernandez, M. Sanchez, C. Orrit, C. Murcia, A. 
Cardesa, E. Campo, and P.L. Fernandez. 2006. ATM gene expression is associated with differentiation 
and angiogenesis in infiltrating breast carcinomas. Histol Histopathol. 21:149-56. 
 
      D 
 
Dahm, K. 2007. Functions and regulation of human artemis in double strand break repair. J Cell Biochem. 
100:1346-51. 
 
Dang, C.V., and G.L. Semenza. 1999. Oncogenic alterations of metabolism. Trends Biochem Sci. 24:68-72. 
 
Dayan, F., D. Roux, M.C. Brahimi-Horn, J. Pouyssegur, and N.M. Mazure. 2006. The oxygen sensor factor-
inhibiting hypoxia-inducible factor-1 controls expression of distinct genes through the bifunctional 
transcriptional character of hypoxia-inducible factor-1alpha. Cancer Res. 66:3688-98. 
 
DeFazio, L.G., R.M. Stansel, J.D. Griffith, and G. Chu. 2002. Synapsis of DNA ends by DNA-dependent protein 
kinase. Embo J. 21:3192-200. 
 
del Peso, L., M.C. Castellanos, E. Temes, S. Martin-Puig, Y. Cuevas, G. Olmos, and M.O. Landazuri. 2003. The 
von Hippel Lindau/hypoxia-inducible factor (HIF) pathway regulates the transcription of the HIF-
proline hydroxylase genes in response to low oxygen. J Biol Chem. 278:48690-5. 
 
Dewhirst, M.W. 2007. Intermittent hypoxia furthers the rationale for hypoxia-inducible factor-1 targeting. 
Cancer Res. 67:854-5. 
 
Dewhirst, M.W., Y. Cao, and B. Moeller. 2008. Cycling hypoxia and free radicals regulate angiogenesis and 
radiotherapy response. Nat Rev Cancer. 8:425-37. 
 
Ding, Q., Y.V. Reddy, W. Wang, T. Woods, P. Douglas, D.A. Ramsden, S.P. Lees-Miller, and K. Meek. 2003. 
Autophosphorylation of the catalytic subunit of the DNA-dependent protein kinase is required for 
efficient end processing during DNA double-strand break repair. Mol Cell Biol. 23:5836-48. 
 
Dong, Z., M.A. Venkatachalam, J. Wang, Y. Patel, P. Saikumar, G.L. Semenza, T. Force, and J. Nishiyama. 
2001. Up-regulation of apoptosis inhibitory protein IAP-2 by hypoxia. Hif-1-independent mechanisms. 
J Biol Chem. 276:18702-9. 
 
Drouet, J., C. Delteil, J. Lefrancois, P. Concannon, B. Salles, and P. Calsou. 2005. DNA-dependent protein 
kinase and XRCC4-DNA ligase IV mobilization in the cell in response to DNA double strand breaks. J 
Biol Chem. 280:7060-9. 
 
      E 
 
Easton, D.F. 1994. Cancer risks in A-T heterozygotes. Int J Radiat Biol. 66:S177-82. 
 
 90
Economopoulou, M., H.F. Langer, A. Celeste, V.V. Orlova, E.Y. Choi, M. Ma, A. Vassilopoulos, E. Callen, C. 
Deng, C.H. Bassing, M. Boehm, A. Nussenzweig, and T. Chavakis. 2009. Histone H2AX is integral to 
hypoxia-driven neovascularization. Nat Med. 15:553-8. 
 
Epstein, A.C., J.M. Gleadle, L.A. McNeill, K.S. Hewitson, J. O'Rourke, D.R. Mole, M. Mukherji, E. Metzen, 
M.I. Wilson, A. Dhanda, Y.M. Tian, N. Masson, D.L. Hamilton, P. Jaakkola, R. Barstead, J. Hodgkin, 
P.H. Maxwell, C.W. Pugh, C.J. Schofield, and P.J. Ratcliffe. 2001. C. elegans EGL-9 and mammalian 
homologs define a family of dioxygenases that regulate HIF by prolyl hydroxylation. Cell. 107:43-54. 
 
      F 
 
Feldser, D., F. Agani, N.V. Iyer, B. Pak, G. Ferreira, and G.L. Semenza. 1999. Reciprocal positive regulation of 
hypoxia-inducible factor 1alpha and insulin-like growth factor 2. Cancer Res. 59:3915-8. 
 
Fernandez-Capetillo, O., A. Lee, M. Nussenzweig, and A. Nussenzweig. 2004. H2AX: the histone guardian of 
the genome. DNA Repair (Amst). 3:959-67. 
 
Ferrara, N., K. Carver-Moore, H. Chen, M. Dowd, L. Lu, K.S. O'Shea, L. Powell-Braxton, K.J. Hillan, and 
M.W. Moore. 1996. Heterozygous embryonic lethality induced by targeted inactivation of the VEGF 
gene. Nature. 380:439-42. 
 
Freiberg, R.A., E.M. Hammond, M.J. Dorie, S.M. Welford, and A.J. Giaccia. 2006. DNA damage during 
reoxygenation elicits a Chk2-dependent checkpoint response. Mol Cell Biol. 26:1598-609. 
 
Fulop, G.M., and R.A. Phillips. 1990. The scid mutation in mice causes a general defect in DNA repair. Nature. 
347:479-82. 
 
      G 
 
Gao, L., M.A. Cueto, F. Asselbergs, and P. Atadja. 2002. Cloning and functional characterization of HDAC11, a 
novel member of the human histone deacetylase family. J Biol Chem. 277:25748-55. 
 
Gatei, M., S.P. Scott, I. Filippovitch, N. Soronika, M.F. Lavin, B. Weber, and K.K. Khanna. 2000. Role for 
ATM in DNA damage-induced phosphorylation of BRCA1. Cancer Res. 60:3299-304. 
 
Gatenby, R.A., and R.J. Gillies. 2004. Why do cancers have high aerobic glycolysis? Nat Rev Cancer. 4:891-9. 
 
Gerald, D., E. Berra, Y.M. Frapart, D.A. Chan, A.J. Giaccia, D. Mansuy, J. Pouyssegur, M. Yaniv, and F. 
Mechta-Grigoriou. 2004. JunD reduces tumor angiogenesis by protecting cells from oxidative stress. 
Cell. 118:781-94. 
 
Gibson, S.L., R.S. Bindra, and P.M. Glazer. 2005. Hypoxia-induced phosphorylation of Chk2 in an ataxia 
telangiectasia mutated-dependent manner. Cancer Res. 65:10734-41. 
 
Gnarra, J.R., K. Tory, Y. Weng, L. Schmidt, M.H. Wei, H. Li, F. Latif, S. Liu, F. Chen, F.M. Duh, and et al. 
1994. Mutations of the VHL tumour suppressor gene in renal carcinoma. Nat Genet. 7:85-90. 
 
Goda, N., H.E. Ryan, B. Khadivi, W. McNulty, R.C. Rickert, and R.S. Johnson. 2003. Hypoxia-inducible factor 
1alpha is essential for cell cycle arrest during hypoxia. Mol Cell Biol. 23:359-69. 
 
Gorlach, A., I. Diebold, V.B. Schini-Kerth, U. Berchner-Pfannschmidt, U. Roth, R.P. Brandes, T. Kietzmann, 
and R. Busse. 2001. Thrombin activates the hypoxia-inducible factor-1 signaling pathway in vascular 
smooth muscle cells: Role of the p22(phox)-containing NADPH oxidase. Circ Res. 89:47-54. 
 
Gothie, E., D.E. Richard, E. Berra, G. Pages, and J. Pouyssegur. 2000. Identification of alternative spliced 
variants of human hypoxia-inducible factor-1alpha. J Biol Chem. 275:6922-7. 
 
Gradin, K., J. McGuire, R.H. Wenger, I. Kvietikova, M.L. fhitelaw, R. Toftgard, L. Tora, M. Gassmann, and L. 
Poellinger. 1996. Functional interference between hypoxia and dioxin signal transduction pathways: 
competition for recruitment of the Arnt transcription factor. Mol Cell Biol. 16:5221-31. 
 91
 
Groulx, I., and S. Lee. 2002. Oxygen-dependent ubiquitination and degradation of hypoxia-inducible factor 
requires nuclear-cytoplasmic trafficking of the von Hippel-Lindau tumor suppressor protein. Mol Cell 
Biol. 22:5319-36. 
 
Grunstein, J., J.J. Masbad, R. Hickey, F. Giordano, and R.S. Johnson. 2000. Isoforms of vascular endothelial 
growth factor act in a coordinate fashion To recruit and expand tumor vasculature. Mol Cell Biol. 
20:7282-91. 
 
Gupta, A., G.G. Sharma, C.S. Young, M. Agarwal, E.R. Smith, T.T. Paull, J.C. Lucchesi, K.K. Khanna, T. 
Ludwig, and T.K. Pandita. 2005. Involvement of human MOF in ATM function. Mol Cell Biol. 
25:5292-305. 
 
      H 
 
Hammond, E.M., N.C. Denko, M.J. Dorie, R.T. Abraham, and A.J. Giaccia. 2002. Hypoxia links ATR and p53 
through replication arrest. Mol Cell Biol. 22:1834-43. 
 
Hammond, E.M., M.J. Dorie, and A.J. Giaccia. 2003a. ATR/ATM targets are phosphorylated by ATR in 
response to hypoxia and ATM in response to reoxygenation. J Biol Chem. 278:12207-13. 
 
Hammond, E.M., S.L. Green, and A.J. Giaccia. 2003b. Comparison of hypoxia-induced replication arrest with 
hydroxyurea and aphidicolin-induced arrest. Mutat Res. 532:205-13. 
 
Hansen, P.A., W. Wang, B.A. Marshall, J.O. Holloszy, and M. Mueckler. 1998. Dissociation of GLUT4 
translocation and insulin-stimulated glucose transport in transgenic mice overexpressing GLUT1 in 
skeletal muscle. J Biol Chem. 273:18173-9. 
 
Hara, K., Y. Maruki, X. Long, K. Yoshino, N. Oshiro, S. Hidayat, C. Tokunaga, J. Avruch, and K. Yonezawa. 
2002. Raptor, a binding partner of target of rapamycin (TOR), mediates TOR action. Cell. 110:177-89. 
Harris, A.L. 2002. Hypoxia--a key regulatory factor in tumour growth. Nat Rev Cancer. 2:38-47. 
 
Harrison, L., and K. Blackwell. 2004. Hypoxia and anemia: factors in decreased sensitivity to radiation therapy 
and chemotherapy? Oncologist. 9 Suppl 5:31-40. 
 
Hickson, I., Y. Zhao, C.J. Richardson, S.J. Green, N.M. Martin, A.I. Orr, P.M. Reaper, S.P. Jackson, N.J. Curtin, 
and G.C. Smith. 2004. Identification and characterization of a novel and specific inhibitor of the ataxia-
telangiectasia mutated kinase ATM. Cancer Res. 64:9152-9. 
 
Hockel, M., K. Schlenger, S. Hockel, and P. Vaupel. 1999. Hypoxic cervical cancers with low apoptotic index 
are highly aggressive. Cancer Res. 59:4525-8. 
 
Hockel, M., and P. Vaupel. 2001. Tumor hypoxia: definitions and current clinical, biologic, and molecular 
aspects. J Natl Cancer Inst. 93:266-76. 
 
Hoeijmakers, J.H. 2001. Genome maintenance mechanisms for preventing cancer. Nature. 411:366-74. 
 
Hu, C.J., S. Iyer, A. Sataur, K.L. Covello, L.A. Chodosh, and M.C. Simon. 2006. Differential regulation of the 
transcriptional activities of hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1alpha) and HIF-2alpha in stem cells. 
Mol Cell Biol. 26:3514-26. 
 
Hu, C.J., A. Sataur, L. Wang, H. Chen, and M.C. Simon. 2007. The N-terminal transactivation domain confers 
target gene specificity of hypoxia-inducible factors HIF-1alpha and HIF-2alpha. Mol Biol Cell. 
18:4528-42. 
 
Hu, L., C. Zaloudek, G.B. Mills, J. Gray, and R.B. Jaffe. 2000. In vivo and in vitro ovarian carcinoma growth 
inhibition by a phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor (LY294002). Clin Cancer Res. 6:880-6. 
 
 92
Huang, L.E., J. Gu, M. Schau, and H.F. Bunn. 1998. Regulation of hypoxia-inducible factor 1alpha is mediated 
by an O2-dependent degradation domain via the ubiquitin-proteasome pathway. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 95:7987-92. 
 
Hunt, C.R., R.K. Pandita, A. Laszlo, R. Higashikubo, M. Agarwal, T. Kitamura, A. Gupta, N. Rief, N. 
Horikoshi, R. Baskaran, J.H. Lee, M. Lobrich, T.T. Paull, J.L. Roti Roti, and T.K. Pandita. 2007. 
Hyperthermia activates a subset of ataxia-telangiectasia mutated effectors independent of DNA strand 
breaks and heat shock protein 70 status. Cancer Res. 67:3010-7. 
 
Hunter, T. 1995. When is a lipid kinase not a lipid kinase? When it is a protein kinase. Cell. 83:1-4. 
 
      I 
 
Iliopoulos, O., M. Ohh, and W.G. Kaelin, Jr. 1998. pVHL19 is a biologically active product of the von Hippel-
Lindau gene arising from internal translation initiation. Proc Natl Acad Sci U S A. 95:11661-6. 
 
Isaacs, J.S., Y.J. Jung, E.G. Mimnaugh, A. Martinez, F. Cuttitta, and L.M. Neckers. 2002. Hsp90 regulates a von 
Hippel Lindau-independent hypoxia-inducible factor-1 alpha-degradative pathway. J Biol Chem. 
277:29936-44. 
 
Isaacs, J.S., Y.J. Jung, and L. Neckers. 2004. Aryl hydrocarbon nuclear translocator (ARNT) promotes oxygen-
independent stabilization of hypoxia-inducible factor-1alpha by modulating an Hsp90-dependent 
regulatory pathway. J Biol Chem. 279:16128-35. 
 
Islam, K.N., and C.R. Mendelson. 2006. Permissive effects of oxygen on cyclic AMP and interleukin-1 
stimulation of surfactant protein A gene expression are mediated by epigenetic mechanisms. Mol Cell 
Biol. 26:2901-12. 
 
Ito, K., A. Hirao, F. Arai, S. Matsuoka, K. Takubo, I. Hamaguchi, K. Nomiyama, K. Hosokawa, K. Sakurada, N. 
Nakagata, Y. Ikeda, T.W. Mak, and T. Suda. 2004. Regulation of oxidative stress by ATM is required 
for self-renewal of haematopoietic stem cells. Nature. 431:997-1002. 
 
Iyer, N.V., L.E. Kotch, F. Agani, S.W. Leung, E. Laughner, R.H. Wenger, M. Gassmann, J.D. Gearhart, A.M. 
Lawler, A.Y. Yu, and G.L. Semenza. 1998. Cellular and developmental control of O2 homeostasis by 
hypoxia-inducible factor 1 alpha. Genes Dev. 12:149-62. 
 
Izzard, R.A., S.P. Jackson, and G.C. Smith. 1999. Competitive and noncompetitive inhibition of the DNA-
dependent protein kinase. Cancer Res. 59:2581-6. 
 
      J 
 
Jaakkola, P., D.R. Mole, Y.M. Tian, M.I. Wilson, J. Gielbert, S.J. Gaskell, A. Kriegsheim, H.F. Hebestreit, M. 
Mukherji, C.J. Schofield, P.H. Maxwell, C.W. Pugh, and P.J. Ratcliffe. 2001. Targeting of HIF-alpha to 
the von Hippel-Lindau ubiquitylation complex by O2-regulated prolyl hydroxylation. Science. 292:468-
72. 
 
Janin, N., N. Andrieu, K. Ossian, A. Lauge, M.F. Croquette, C. Griscelli, M. Debre, B. Bressac-de-Paillerets, A. 
Aurias, and D. Stoppa-Lyonnet. 1999. Breast cancer risk in ataxia telangiectasia (AT) heterozygotes: 
haplotype study in French AT families. Br J Cancer. 80:1042-5. 
 
Jiang, B.H., J.Z. Zheng, S.W. Leung, R. Roe, and G.L. Semenza. 1997. Transactivation and inhibitory domains 
of hypoxia-inducible factor 1alpha. Modulation of transcriptional activity by oxygen tension. J Biol 
Chem. 272:19253-60. 
 
Jiang, X., Y. Sun, S. Chen, K. Roy, and B.D. Price. 2006. The FATC domains of PIKK proteins are functionally 
equivalent and participate in the Tip60-dependent activation of DNA-PKcs and ATM. J Biol Chem. 
281:15741-6. 
 
Johnson, A.B., N. Denko, and M.C. Barton. 2008. Hypoxia induces a novel signature of chromatin modifications 




      K 
 
Kallio, P.J., K. Okamoto, S. O'Brien, P. Carrero, Y. Makino, H. Tanaka, and L. Poellinger. 1998. Signal 
transduction in hypoxic cells: inducible nuclear translocation and recruitment of the CBP/p300 
coactivator by the hypoxia-inducible factor-1alpha. Embo J. 17:6573-86. 
 
Kamsler, A., D. Daily, A. Hochman, N. Stern, Y. Shiloh, G. Rotman, and A. Barzilai. 2001. Increased oxidative 
stress in ataxia telangiectasia evidenced by alterations in redox state of brains from Atm-deficient mice. 
Cancer Res. 61:1849-54. 
 
Kamura, T., S. Sato, K. Iwai, M. Czyzyk-Krzeska, R.C. Conaway, and J.W. Conaway. 2000. Activation of 
HIF1alpha ubiquitination by a reconstituted von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor complex. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 97:10430-5. 
 
Karpova, A.Y., M. Trost, J.M. Murray, L.C. Cantley, and P.M. Howley. 2002. Interferon regulatory factor-3 is 
an in vivo target of DNA-PK. Proc Natl Acad Sci U S A. 99:2818-23. 
 
Kato, H., S. Tamamizu-Kato, and F. Shibasaki. 2004. Histone deacetylase 7 associates with hypoxia-inducible 
factor 1alpha and increases transcriptional activity. J Biol Chem. 279:41966-74. 
 
Khochbin, S., A. Verdel, C. Lemercier, and D. Seigneurin-Berny. 2001. Functional significance of histone 
deacetylase diversity. Curr Opin Genet Dev. 11:162-6. 
 
Kietzmann, T., and A. Gorlach. 2005. Reactive oxygen species in the control of hypoxia-inducible factor-
mediated gene expression. Semin Cell Dev Biol. 16:474-86. 
 
Kim, J., and P.K. Wong. 2009. Loss of ATM impairs proliferation of neural stem cells through oxidative stress-
mediated p38 MAPK signaling. Stem Cells. 27:1987-98. 
 
Kim, J.W., I. Tchernyshyov, G.L. Semenza, and C.V. Dang. 2006. HIF-1-mediated expression of pyruvate 
dehydrogenase kinase: a metabolic switch required for cellular adaptation to hypoxia. Cell Metab. 
3:177-85. 
 
Kim, Y.C., G. Gerlitz, T. Furusawa, F. Catez, A. Nussenzweig, K.S. Oh, K.H. Kraemer, Y. Shiloh, and M. 
Bustin. 2009. Activation of ATM depends on chromatin interactions occurring before induction of 
DNA damage. Nat Cell Biol. 11:92-6. 
 
Kobayashi, J., H. Tauchi, B. Chen, S. Burma, S. Tashiro, S. Matsuura, K. Tanimoto, D.J. Chen, and K. Komatsu. 
2009. Histone H2AX participates the DNA damage-induced ATM activation through interaction with 
NBS1. Biochem Biophys Res Commun. 380:752-7. 
 
Kong, D., E.J. Park, A.G. Stephen, M. Calvani, J.H. Cardellina, A. Monks, R.J. Fisher, R.H. Shoemaker, and G. 
Melillo. 2005. Echinomycin, a small-molecule inhibitor of hypoxia-inducible factor-1 DNA-binding 
activity. Cancer Res. 65:9047-55. 
 
Koshiji, M., K.K. To, S. Hammer, K. Kumamoto, A.L. Harris, P. Modrich, and L.E. Huang. 2005. HIF-1alpha 
induces genetic instability by transcriptionally downregulating MutSalpha expression. Mol Cell. 
17:793-803. 
 
Kozak, K.R., B. Abbott, and O. Hankinson. 1997. ARNT-deficient mice and placental differentiation. Dev Biol. 
191:297-305. 
 
Krishnamachary, B., S. Berg-Dixon, B. Kelly, F. Agani, D. Feldser, G. Ferreira, N. Iyer, J. LaRusch, B. Pak, P. 
Taghavi, and G.L. Semenza. 2003. Regulation of colon carcinoma cell invasion by hypoxia-inducible 
factor 1. Cancer Res. 63:1138-43. 
 
Kroemer, G., and J. Pouyssegur. 2008. Tumor cell metabolism: cancer's Achilles' heel. Cancer Cell. 13:472-82. 
 
 94
Kung, A.L., S. Wang, J.M. Klco, W.G. Kaelin, and D.M. Livingston. 2000. Suppression of tumor growth 
through disruption of hypoxia-inducible transcription. Nat Med. 6:1335-40. 
 
Kung, A.L., S.D. Zabludoff, D.S. France, S.J. Freedman, E.A. Tanner, A. Vieira, S. Cornell-Kennon, J. Lee, B. 
Wang, J. Wang, K. Memmert, H.U. Naegeli, F. Petersen, M.J. Eck, K.W. Bair, A.W. Wood, and D.M. 
Livingston. 2004. Small molecule blockade of transcriptional coactivation of the hypoxia-inducible 
factor pathway. Cancer Cell. 6:33-43. 
 
Kuznetsova, A.V., J. Meller, P.O. Schnell, J.A. Nash, M.L. Ignacak, Y. Sanchez, J.W. Conaway, R.C. Conaway, 
and M.F. Czyzyk-Krzeska. 2003. von Hippel-Lindau protein binds hyperphosphorylated large subunit 
of RNA polymerase II through a proline hydroxylation motif and targets it for ubiquitination. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 100:2706-11. 
 
Kysela, B., M. Chovanec, and P.A. Jeggo. 2005. Phosphorylation of linker histones by DNA-dependent protein 
kinase is required for DNA ligase IV-dependent ligation in the presence of histone H1. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 102:1877-82. 
 
      L 
 
Lando, D., D.J. Peet, J.J. Gorman, D.A. Whelan, M.L. Whitelaw, and R.K. Bruick. 2002a. FIH-1 is an 
asparaginyl hydroxylase enzyme that regulates the transcriptional activity of hypoxia-inducible factor. 
Genes Dev. 16:1466-71. 
 
Lando, D., D.J. Peet, D.A. Whelan, J.J. Gorman, and M.L. Whitelaw. 2002b. Asparagine hydroxylation of the 
HIF transactivation domain a hypoxic switch. Science. 295:858-61. 
 
Laughner, E., P. Taghavi, K. Chiles, P.C. Mahon, and G.L. Semenza. 2001. HER2 (neu) signaling increases the 
rate of hypoxia-inducible factor 1alpha (HIF-1alpha) synthesis: novel mechanism for HIF-1-mediated 
vascular endothelial growth factor expression. Mol Cell Biol. 21:3995-4004. 
 
Laurent, G., F. Solari, B. Mateescu, M. Karaca, J. Castel, B. Bourachot, C. Magnan, M. Billaud, and F. Mechta-
Grigoriou. 2008. Oxidative stress contributes to aging by enhancing pancreatic angiogenesis and insulin 
signaling. Cell Metab. 7:113-24. 
 
Lavin, M.F. 2008. Ataxia-telangiectasia: from a rare disorder to a paradigm for cell signalling and cancer. Nat 
Rev Mol Cell Biol. 9:759-69. 
 
Lavin, M.F., and S. Kozlov. 2007. ATM activation and DNA damage response. Cell Cycle. 6:931-42. 
 
Leahy, J.J., B.T. Golding, R.J. Griffin, I.R. Hardcastle, C. Richardson, L. Rigoreau, and G.C. Smith. 2004. 
Identification of a highly potent and selective DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) inhibitor 
(NU7441) by screening of chromenone libraries. Bioorg Med Chem Lett. 14:6083-7. 
 
Lee, J.H., and T.T. Paull. 2004. Direct activation of the ATM protein kinase by the Mre11/Rad50/Nbs1 complex. 
Science. 304:93-6. 
 
Lee, J.S. 2007. Activation of ATM-dependent DNA Damage Signal Pathway by a Histone Deacetylase Inhibitor, 
Trichostatin A. Cancer Res Treat. 39:125-30. 
 
Li, A., Y. Yu, S.C. Lee, T. Ishibashi, S.P. Lees-Miller, and J. Ausio. Phosphorylation of histone H2A.X by 
DNA-dependent Protein Kinase (DNA-PK) is not affected by core histone acetylation but it alters 
nucleosome stability and histone H1 binding. J Biol Chem. 
 
Liu, L.Z., X.W. Hu, C. Xia, J. He, Q. Zhou, X. Shi, J. Fang, and B.H. Jiang. 2006. Reactive oxygen species 
regulate epidermal growth factor-induced vascular endothelial growth factor and hypoxia-inducible 
factor-1alpha expression through activation of AKT and P70S6K1 in human ovarian cancer cells. Free 
Radic Biol Med. 41:1521-33. 
 
 95
Liu, Y.V., J.H. Baek, H. Zhang, R. Diez, R.N. Cole, and G.L. Semenza. 2007. RACK1 competes with HSP90 for 
binding to HIF-1alpha and is required for O(2)-independent and HSP90 inhibitor-induced degradation 
of HIF-1alpha. Mol Cell. 25:207-17. 
 
Liu, Y.V., and G.L. Semenza. 2007. RACK1 vs. HSP90: competition for HIF-1 alpha degradation vs. 
stabilization. Cell Cycle. 6:656-9. 
 
      M 
 
Ma, Y., H. Lu, B. Tippin, M.F. Goodman, N. Shimazaki, O. Koiwai, C.L. Hsieh, K. Schwarz, and M.R. Lieber. 
2004. A biochemically defined system for mammalian nonhomologous DNA end joining. Mol Cell. 
16:701-13. 
 
Ma, Y., U. Pannicke, K. Schwarz, and M.R. Lieber. 2002. Hairpin opening and overhang processing by an 
Artemis/DNA-dependent protein kinase complex in nonhomologous end joining and V(D)J 
recombination. Cell. 108:781-94. 
 
Mabjeesh, N.J., D. Escuin, T.M. LaVallee, V.S. Pribluda, G.M. Swartz, M.S. Johnson, M.T. Willard, H. Zhong, 
J.W. Simons, and P. Giannakakou. 2003. 2ME2 inhibits tumor growth and angiogenesis by disrupting 
microtubules and dysregulating HIF. Cancer Cell. 3:363-75. 
 
Makino, Y., R. Cao, K. Svensson, G. Bertilsson, M. Asman, H. Tanaka, Y. Cao, A. Berkenstam, and L. 
Poellinger. 2001. Inhibitory PAS domain protein is a negative regulator of hypoxia-inducible gene 
expression. Nature. 414:550-4. 
 
Maltepe, E., J.V. Schmidt, D. Baunoch, C.A. Bradfield, and M.C. Simon. 1997. Abnormal angiogenesis and 
responses to glucose and oxygen deprivation in mice lacking the protein ARNT. Nature. 386:403-7. 
 
Martinive, P., F. Defresne, C. Bouzin, J. Saliez, F. Lair, V. Gregoire, C. Michiels, C. Dessy, and O. Feron. 2006. 
Preconditioning of the tumor vasculature and tumor cells by intermittent hypoxia: implications for 
anticancer therapies. Cancer Res. 66:11736-44. 
 
Maynard, M.A., A.J. Evans, W. Shi, W.Y. Kim, F.F. Liu, and M. Ohh. 2007. Dominant-negative HIF-3 alpha 4 
suppresses VHL-null renal cell carcinoma progression. Cell Cycle. 6:2810-6. 
 
Maynard, M.A., H. Qi, J. Chung, E.H. Lee, Y. Kondo, S. Hara, R.C. Conaway, J.W. Conaway, and M. Ohh. 
2003. Multiple splice variants of the human HIF-3 alpha locus are targets of the von Hippel-Lindau E3 
ubiquitin ligase complex. J Biol Chem. 278:11032-40. 
 
Mazure, N.M., and J. Pouyssegur. Hypoxia-induced autophagy: cell death or cell survival? Curr Opin Cell Biol. 
22:177-80. 
 
Meek, K., P. Douglas, X. Cui, Q. Ding, and S.P. Lees-Miller. 2007. trans Autophosphorylation at DNA-
dependent protein kinase's two major autophosphorylation site clusters facilitates end processing but not 
end joining. Mol Cell Biol. 27:3881-90. 
 
Melillo, G. 2007. Targeting hypoxia cell signaling for cancer therapy. Cancer Metastasis Rev. 26:341-52. 
 
Meng, A.X., F. Jalali, A. Cuddihy, N. Chan, R.S. Bindra, P.M. Glazer, and R.G. Bristow. 2005. Hypoxia down-
regulates DNA double strand break repair gene expression in prostate cancer cells. Radiother Oncol. 
76:168-76. 
 
Mihaylova, V.T., R.S. Bindra, J. Yuan, D. Campisi, L. Narayanan, R. Jensen, F. Giordano, R.S. Johnson, S. 
Rockwell, and P.M. Glazer. 2003. Decreased expression of the DNA mismatch repair gene Mlh1 under 
hypoxic stress in mammalian cells. Mol Cell Biol. 23:3265-73. 
 
Minet, E., D. Mottet, G. Michel, I. Roland, M. Raes, J. Remacle, and C. Michiels. 1999. Hypoxia-induced 
activation of HIF-1: role of HIF-1alpha-Hsp90 interaction. FEBS Lett. 460:251-6. 
 
 96
Miquerol, L., B.L. Langille, and A. Nagy. 2000. Embryonic development is disrupted by modest increases in 
vascular endothelial growth factor gene expression. Development. 127:3941-6. 
 
 
Mylonis, I., G. Chachami, M. Samiotaki, G. Panayotou, E. Paraskeva, A. Kalousi, E. Georgatsou, S. Bonanou, 
and G. Simos. 2006. Identification of MAPK phosphorylation sites and their role in the localization and 
activity of hypoxia-inducible factor-1alpha. J Biol Chem. 281:33095-106. 
 
      N 
 
Nilsson, J., J. Sengupta, J. Frank, and P. Nissen. 2004. Regulation of eukaryotic translation by the RACK1 
protein: a platform for signalling molecules on the ribosome. EMBO Rep. 5:1137-41. 
 
Nutley, B.P., N.F. Smith, A. Hayes, L.R. Kelland, L. Brunton, B.T. Golding, G.C. Smith, N.M. Martin, P. 
Workman, and F.I. Raynaud. 2005. Preclinical pharmacokinetics and metabolism of a novel prototype 
DNA-PK inhibitor NU7026. Br J Cancer. 93:1011-8. 
 
      O 
 
O'Driscoll, M., V.L. Ruiz-Perez, C.G. Woods, P.A. Jeggo, and J.A. Goodship. 2003. A splicing mutation 
affecting expression of ataxia-telangiectasia and Rad3-related protein (ATR) results in Seckel 
syndrome. Nat Genet. 33:497-501. 
 
      P 
 
Page, E.L., G.A. Robitaille, J. Pouyssegur, and D.E. Richard. 2002. Induction of hypoxia-inducible factor-1alpha 
by transcriptional and translational mechanisms. J Biol Chem. 277:48403-9. 
 
Pires, I.M., Z. Bencokova, M. Milani, L.K. Folkes, J.L. Li, M.R. Stratford, A.L. Harris, and E.M. Hammond. 
Effects of acute versus chronic hypoxia on DNA damage responses and genomic instability. Cancer 
Res. 70:925-35. 
 
Pore, N., Z. Jiang, H.K. Shu, E. Bernhard, G.D. Kao, and A. Maity. 2006. Akt1 activation can augment hypoxia-
inducible factor-1alpha expression by increasing protein translation through a mammalian target of 
rapamycin-independent pathway. Mol Cancer Res. 4:471-9. 
 
Pospelova, T.V., Z.N. Demidenko, E.I. Bukreeva, V.A. Pospelov, A.V. Gudkov, and M.V. Blagosklonny. 2009. 
Pseudo-DNA damage response in senescent cells. Cell Cycle. 8:4112-8. 
 
Price, B.D., and M.B. Youmell. 1996. The phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor wortmannin sensitizes murine 
fibroblasts and human tumor cells to radiation and blocks induction of p53 following DNA damage. 
Cancer Res. 56:246-50. 
 
Prokopcova, J., Z. Kleibl, C.M. Banwell, and P. Pohlreich. 2007. The role of ATM in breast cancer development. 
Breast Cancer Res Treat. 104:121-8. 
 
      Q 
 
Qian, D.Z., S.K. Kachhap, S.J. Collis, H.M. Verheul, M.A. Carducci, P. Atadja, and R. Pili. 2006. Class II 
histone deacetylases are associated with VHL-independent regulation of hypoxia-inducible factor 1 
alpha. Cancer Res. 66:8814-21. 
 
      R 
 
Rapisarda, A., R.H. Shoemaker, and G. Melillo. 2004. Targeting topoisomerase I to inhibit hypoxia inducible 
factor 1. Cell Cycle. 3:172-5. 
 
Reichenbach, J., R. Schubert, C. Schwan, K. Muller, H.J. Bohles, and S. Zielen. 1999. Anti-oxidative capacity in 
patients with ataxia telangiectasia. Clin Exp Immunol. 117:535-9. 
 
 97
Renwick, A., D. Thompson, S. Seal, P. Kelly, T. Chagtai, M. Ahmed, B. North, H. Jayatilake, R. Barfoot, K. 
Spanova, L. McGuffog, D.G. Evans, D. Eccles, D.F. Easton, M.R. Stratton, and N. Rahman. 2006. 
ATM mutations that cause ataxia-telangiectasia are breast cancer susceptibility alleles. Nat Genet. 
38:873-5. 
 
Reynolds, T.Y., S. Rockwell, and P.M. Glazer. 1996. Genetic instability induced by the tumor 
microenvironment. Cancer Res. 56:5754-7. 
 
Rice, G.C., C. Hoy, and R.T. Schimke. 1986. Transient hypoxia enhances the frequency of dihydrofolate 
reductase gene amplification in Chinese hamster ovary cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 83:5978-82. 
 
Rice, G.C., V. Ling, and R.T. Schimke. 1987. Frequencies of independent and simultaneous selection of Chinese 
hamster cells for methotrexate and doxorubicin (adriamycin) resistance. Proc Natl Acad Sci U S A. 
84:9261-4. 
 
Richard, D.E., E. Berra, E. Gothie, D. Roux, and J. Pouyssegur. 1999. p42/p44 mitogen-activated protein kinases 
phosphorylate hypoxia-inducible factor 1alpha (HIF-1alpha) and enhance the transcriptional activity of 
HIF-1. J Biol Chem. 274:32631-7. 
 
Rogakou, E.P., C. Boon, C. Redon, and W.M. Bonner. 1999. Megabase chromatin domains involved in DNA 
double-strand breaks in vivo. J Cell Biol. 146:905-16. 
 
Rothkamm, K., I. Kruger, L.H. Thompson, and M. Lobrich. 2003. Pathways of DNA double-strand break repair 
during the mammalian cell cycle. Mol Cell Biol. 23:5706-15. 
 
Ruas, J.L., and L. Poellinger. 2005. Hypoxia-dependent activation of HIF into a transcriptional regulator. Semin 
Cell Dev Biol. 16:514-22. 
 
Ryan, H.E., J. Lo, and R.S. Johnson. 1998. HIF-1 alpha is required for solid tumor formation and embryonic 
vascularization. Embo J. 17:3005-15. 
 
      S 
 
Salceda, S., and J. Caro. 1997. Hypoxia-inducible factor 1alpha (HIF-1alpha) protein is rapidly degraded by the 
ubiquitin-proteasome system under normoxic conditions. Its stabilization by hypoxia depends on redox-
induced changes. J Biol Chem. 272:22642-7. 
 
Sancar, A., L.A. Lindsey-Boltz, K. Unsal-Kacmaz, and S. Linn. 2004. Molecular mechanisms of mammalian 
DNA repair and the DNA damage checkpoints. Annu Rev Biochem. 73:39-85. 
 
Sarkaria, J.N., E.C. Busby, R.S. Tibbetts, P. Roos, Y. Taya, L.M. Karnitz, and R.T. Abraham. 1999. Inhibition of 
ATM and ATR kinase activities by the radiosensitizing agent, caffeine. Cancer Res. 59:4375-82. 
 
Sarkaria, J.N., R.S. Tibbetts, E.C. Busby, A.P. Kennedy, D.E. Hill, and R.T. Abraham. 1998. Inhibition of 
phosphoinositide 3-kinase related kinases by the radiosensitizing agent wortmannin. Cancer Res. 
58:4375-82. 
 
Schalch, D.S., D.E. McFarlin, and M.H. Barlow. 1970. An unusual form of diabetes mellitus in ataxia 
telangiectasia. N Engl J Med. 282:1396-402. 
 
Schalm, S.S., and J. Blenis. 2002. Identification of a conserved motif required for mTOR signaling. Curr Biol. 
12:632-9. 
 
Schild-Poulter, C., L. Pope, W. Giffin, J.C. Kochan, J.K. Ngsee, M. Traykova-Andonova, and R.J. Hache. 2001. 
The binding of Ku antigen to homeodomain proteins promotes their phosphorylation by DNA-
dependent protein kinase. J Biol Chem. 276:16848-56. 
 
Schild-Poulter, C., A. Shih, D. Tantin, N.C. Yarymowich, S. Soubeyrand, P.A. Sharp, and R.J. Hache. 2007. 




Schild-Poulter, C., A. Shih, N.C. Yarymowich, and R.J. Hache. 2003. Down-regulation of histone H2B by DNA-
dependent protein kinase in response to DNA damage through modulation of octamer transcription 
factor 1. Cancer Res. 63:7197-205. 
 
Seagroves, T.N., H.E. Ryan, H. Lu, B.G. Wouters, M. Knapp, P. Thibault, K. Laderoute, and R.S. Johnson. 
2001. Transcription factor HIF-1 is a necessary mediator of the pasteur effect in mammalian cells. Mol 
Cell Biol. 21:3436-44. 
 
Selak, M.A., S.M. Armour, E.D. MacKenzie, H. Boulahbel, D.G. Watson, K.D. Mansfield, Y. Pan, M.C. Simon, 
C.B. Thompson, and E. Gottlieb. 2005. Succinate links TCA cycle dysfunction to oncogenesis by 
inhibiting HIF-alpha prolyl hydroxylase. Cancer Cell. 7:77-85. 
 
Semenza, G. 2002. Signal transduction to hypoxia-inducible factor 1. Biochem Pharmacol. 64:993-8. 
 
Semenza, G.L. Defining the role of hypoxia-inducible factor 1 in cancer biology and therapeutics. Oncogene. 
29:625-34. 
 
Semenza, G.L. 2003. Targeting HIF-1 for cancer therapy. Nat Rev Cancer. 3:721-32. 
 
Semenza, G.L., M.K. Nejfelt, S.M. Chi, and S.E. Antonarakis. 1991. Hypoxia-inducible nuclear factors bind to 
an enhancer element located 3' to the human erythropoietin gene. Proc Natl Acad Sci U S A. 88:5680-4. 
 
Shechter, D., V. Costanzo, and J. Gautier. 2004. Regulation of DNA replication by ATR: signaling in response 
to DNA intermediates. DNA Repair (Amst). 3:901-8. 
 
Shrivastav, M., C.A. Miller, L.P. De Haro, S.T. Durant, B.P. Chen, D.J. Chen, and J.A. Nickoloff. 2009. DNA-
PKcs and ATM co-regulate DNA double-strand break repair. DNA Repair (Amst). 8:920-9. 
 
Simon, M.C., and B. Keith. 2008. The role of oxygen availability in embryonic development and stem cell 
function. Nat Rev Mol Cell Biol. 9:285-96. 
 
Singleton, B.K., M.I. Torres-Arzayus, S.T. Rottinghaus, G.E. Taccioli, and P.A. Jeggo. 1999. The C terminus of 
Ku80 activates the DNA-dependent protein kinase catalytic subunit. Mol Cell Biol. 19:3267-77. 
 
Smith, D.I., H. Huang, and L. Wang. 1998. Common fragile sites and cancer (review). Int J Oncol. 12:187-96. 
 
Soutoglou, E., and T. Misteli. 2008. Activation of the cellular DNA damage response in the absence of DNA 
lesions. Science. 320:1507-10. 
 
Stern, N., A. Hochman, N. Zemach, N. Weizman, I. Hammel, Y. Shiloh, G. Rotman, and A. Barzilai. 2002. 
Accumulation of DNA damage and reduced levels of nicotine adenine dinucleotide in the brains of 
Atm-deficient mice. J Biol Chem. 277:602-8. 
 
Stewart, G.S., R.S. Maser, T. Stankovic, D.A. Bressan, M.I. Kaplan, N.G. Jaspers, A. Raams, P.J. Byrd, J.H. 
Petrini, and A.M. Taylor. 1999. The DNA double-strand break repair gene hMRE11 is mutated in 
individuals with an ataxia-telangiectasia-like disorder. Cell. 99:577-87. 
 
Stiff, T., M. O'Driscoll, N. Rief, K. Iwabuchi, M. Lobrich, and P.A. Jeggo. 2004. ATM and DNA-PK function 
redundantly to phosphorylate H2AX after exposure to ionizing radiation. Cancer Res. 64:2390-6. 
 
Stolze, I.P., Y.M. Tian, R.J. Appelhoff, H. Turley, C.C. Wykoff, J.M. Gleadle, and P.J. Ratcliffe. 2004. Genetic 
analysis of the role of the asparaginyl hydroxylase factor inhibiting hypoxia-inducible factor (HIF) in 
regulating HIF transcriptional target genes. J Biol Chem. 279:42719-25. 
 
Sun, Y., X. Jiang, S. Chen, N. Fernandes, and B.D. Price. 2005. A role for the Tip60 histone acetyltransferase in 
the acetylation and activation of ATM. Proc Natl Acad Sci U S A. 102:13182-7. 
 
Sun, Y., X. Jiang, S. Chen, and B.D. Price. 2006. Inhibition of histone acetyltransferase activity by anacardic 
acid sensitizes tumor cells to ionizing radiation. FEBS Lett. 580:4353-6. 
 99
 
Sutter, C.H., E. Laughner, and G.L. Semenza. 2000. Hypoxia-inducible factor 1alpha protein expression is 
controlled by oxygen-regulated ubiquitination that is disrupted by deletions and missense mutations. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 97:4748-53. 
 
Suzuki, H., A. Tomida, and T. Tsuruo. 2001. Dephosphorylated hypoxia-inducible factor 1alpha as a mediator of 
p53-dependent apoptosis during hypoxia. Oncogene. 20:5779-88. 
 
Suzuki, K., S. Kodama, and M. Watanabe. 1999. Recruitment of ATM protein to double strand DNA irradiated 
with ionizing radiation. J Biol Chem. 274:25571-5. 
 
      T 
 
Tanimoto, K., Y. Makino, T. Pereira, and L. Poellinger. 2000. Mechanism of regulation of the hypoxia-inducible 
factor-1 alpha by the von Hippel-Lindau tumor suppressor protein. Embo J. 19:4298-309. 
 
Tian, H., S.L. McKnight, and D.W. Russell. 1997. Endothelial PAS domain protein 1 (EPAS1), a transcription 
factor selectively expressed in endothelial cells. Genes Dev. 11:72-82. 
 
To, K.K., O.A. Sedelnikova, M. Samons, W.M. Bonner, and L.E. Huang. 2006. The phosphorylation status of 
PAS-B distinguishes HIF-1alpha from HIF-2alpha in NBS1 repression. Embo J. 25:4784-94. 
 
Toledo, L.I., M. Murga, P. Gutierrez-Martinez, R. Soria, and O. Fernandez-Capetillo. 2008. ATR signaling can 
drive cells into senescence in the absence of DNA breaks. Genes Dev. 22:297-302. 
 
      U 
 
Uematsu, N., E. Weterings, K. Yano, K. Morotomi-Yano, B. Jakob, G. Taucher-Scholz, P.O. Mari, D.C. van 
Gent, B.P. Chen, and D.J. Chen. 2007. Autophosphorylation of DNA-PKCS regulates its dynamics at 
DNA double-strand breaks. J Cell Biol. 177:219-29. 
 
Um, J.H., C.D. Kang, J.H. Bae, G.G. Shin, D.W. Kim, D.W. Kim, B.S. Chung, and S.H. Kim. 2004. Association 
of DNA-dependent protein kinase with hypoxia inducible factor-1 and its implication in resistance to 
anticancer drugs in hypoxic tumor cells. Exp Mol Med. 36:233-42. 
 
      V 
 
Valerie, K., and L.F. Povirk. 2003. Regulation and mechanisms of mammalian double-strand break repair. 
Oncogene. 22:5792-812. 
 
Veuger, S.J., N.J. Curtin, C.J. Richardson, G.C. Smith, and B.W. Durkacz. 2003. Radiosensitization and DNA 
repair inhibition by the combined use of novel inhibitors of DNA-dependent protein kinase and 
poly(ADP-ribose) polymerase-1. Cancer Res. 63:6008-15. 
 
      W 
 
Wang, G.L., B.H. Jiang, E.A. Rue, and G.L. Semenza. 1995. Hypoxia-inducible factor 1 is a basic-helix-loop-
helix-PAS heterodimer regulated by cellular O2 tension. Proc Natl Acad Sci U S A. 92:5510-4. 
 
Wang, G.L., and G.L. Semenza. 1995. Purification and characterization of hypoxia-inducible factor 1. J Biol 
Chem. 270:1230-7. 
 
Wang, H.C., W.C. Chou, S.Y. Shieh, and C.Y. Shen. 2006. Ataxia telangiectasia mutated and checkpoint kinase 
2 regulate BRCA1 to promote the fidelity of DNA end-joining. Cancer Res. 66:1391-400. 
 
Ward, I.M., and J. Chen. 2001. Histone H2AX is phosphorylated in an ATR-dependent manner in response to 
replicational stress. J Biol Chem. 276:47759-62. 
 
 100
Watters, D., P. Kedar, K. Spring, J. Bjorkman, P. Chen, M. Gatei, G. Birrell, B. Garrone, P. Srinivasa, D.I. 
Crane, and M.F. Lavin. 1999. Localization of a portion of extranuclear ATM to peroxisomes. J Biol 
Chem. 274:34277-82. 
 
Wenger, R.H., D.P. Stiehl, and G. Camenisch. 2005. Integration of oxygen signaling at the consensus HRE. Sci 
STKE. 2005:re12. 
 
Williams, R.S., J.S. Williams, and J.A. Tainer. 2007. Mre11-Rad50-Nbs1 is a keystone complex connecting 
DNA repair machinery, double-strand break signaling, and the chromatin template. Biochem Cell Biol. 
85:509-20. 
 
Won, J., M. Kim, N. Kim, J.H. Ahn, W.G. Lee, S.S. Kim, K.Y. Chang, Y.W. Yi, and T.K. Kim. 2006. Small 
molecule-based reversible reprogramming of cellular lifespan. Nat Chem Biol. 2:369-74. 
 
Wu, P.Y., P. Frit, L. Malivert, P. Revy, D. Biard, B. Salles, and P. Calsou. 2007. Interplay between Cernunnos-
XLF and nonhomologous end-joining proteins at DNA ends in the cell. J Biol Chem. 282:31937-43. 
 
      Y 
 
Yang, D.Q., and M.B. Kastan. 2000. Participation of ATM in insulin signalling through phosphorylation of eIF-
4E-binding protein 1. Nat Cell Biol. 2:893-8. 
 
Yang, X.H., B. Shiotani, M. Classon, and L. Zou. 2008. Chk1 and Claspin potentiate PCNA ubiquitination. 
Genes Dev. 22:1147-52. 
 
Yavuzer, U., G.C. Smith, T. Bliss, D. Werner, and S.P. Jackson. 1998. DNA end-independent activation of 
DNA-PK mediated via association with the DNA-binding protein C1D. Genes Dev. 12:2188-99. 
 
Ye, C., Q. Cai, Q. Dai, X.O. Shu, A. Shin, Y.T. Gao, and W. Zheng. 2007. Expression patterns of the ATM gene 
in mammary tissues and their associations with breast cancer survival. Cancer. 109:1729-35. 
 
Yi, M., M.P. Rosin, and C.K. Anderson. 1990. Response of fibroblast cultures from ataxia-telangiectasia patients 
to oxidative stress. Cancer Lett. 54:43-50. 
 
Yu, Y., W. Wang, Q. Ding, R. Ye, D. Chen, D. Merkle, D. Schriemer, K. Meek, and S.P. Lees-Miller. 2003. 
DNA-PK phosphorylation sites in XRCC4 are not required for survival after radiation or for V(D)J 
recombination. DNA Repair (Amst). 2:1239-52. 
 
      Z 
 
Zhao, Y., H.D. Thomas, M.A. Batey, I.G. Cowell, C.J. Richardson, R.J. Griffin, A.H. Calvert, D.R. Newell, G.C. 
Smith, and N.J. Curtin. 2006. Preclinical evaluation of a potent novel DNA-dependent protein kinase 
inhibitor NU7441. Cancer Res. 66:5354-62. 
 
Zhou, Q., L.Z. Liu, B. Fu, X. Hu, X. Shi, J. Fang, and B.H. Jiang. 2007. Reactive oxygen species regulate 
insulin-induced VEGF and HIF-1alpha expression through the activation of p70S6K1 in human prostate 
cancer cells. Carcinogenesis. 28:28-37. 
 
Zhu, N., and U. Hansen. 2007. HMGN1 modulates estrogen-mediated transcriptional activation through 
interactions with specific DNA-binding transcription factors. Mol Cell Biol. 27:8859-73. 
 
Zhuang, J., J. Zhang, H. Willers, H. Wang, J.H. Chung, D.C. van Gent, D.E. Hallahan, S.N. Powell, and F. Xia. 
2006. Checkpoint kinase 2-mediated phosphorylation of BRCA1 regulates the fidelity of 
nonhomologous end-joining. Cancer Res. 66:1401-8. 
 




Nom : Marielle Ousset 
Directeur de thèse : Pr Catherine Muller 
Date : 9 Juillet 2010 
Lieu : Université Toulouse III 
 
 
Titre :  Lien entre la signalisation des dommages de l’ADN et l’adaptation cellulaire à 
l’hypoxie : deux nouveaux rôles pour ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et DNA-PK 




L’existence de zones hypoxiques est fréquemment observée dans les tumeurs 
humaines. Le régulateur central de la réponse à l’hypoxie est un facteur de transcription, HIF-
1 (Hypoxia Inducible Factor 1), qui induit la transcription d’un grand nombre de gènes cibles, 
permettant l’adaptation des cellules à cet environnement hostile. HIF-1 est composé d’une 
sous-unité α, dégradée en normoxie, et d’une sous-unité β constitutivement exprimée. Des 
arguments récents de la littérature suggèrent que l’hypoxie est impliquée dans l’activation de 
voies de réponse aux dommages de l’ADN. Cependant, les mécanismes d’initiation et les 
conséquences de leur activation sont peu connus. Au cours de ma thèse, je me suis intéressée 
à une famille de protéines de réponse au stress, les analogues de PI3K (Phosphatidyl Inositol 
3 Kinase Like Kinase ou PI3KKs), comprenant entre autre les protéines ATM et DNA-PK et 
j’ai étudié leur activation en hypoxie et leur impact sur l’accumulation de HIF-1. 
Ainsi dans un premier temps, nous avons pu montrer que l’absence chronique de la 
protéine ATM est associée à une augmentation de l’expression des deux sous-unités α et β du 
complexe HIF-1, en normoxie et en hypoxie. Outre un rôle dans l’adaptation à l’hypoxie, cet 
effet serait important afin d’expliquer certains aspects de l’Ataxie Telangiectasie, syndrome 
associé à l’absence d’ATM chez l’homme. Dans un deuxième temps, nous avons observé une 
activation d’ATM en condition d’hypoxie sévère (< 0.1 % O2), avec de faibles conséquences 
sur l’accumulation de HIF-1. En revanche, nous avons montré que la protéine DNA-PK, 
impliquée dans la réparation des cassures doubles brins de l’ADN (CDBs), est activée en 
hypoxie, dès 1 % d’O2. Nos résultats suggèrent que la DNA-PK serait activée par une voie 
non classique, indépendante des CDBs. L’hypoxie est associée à des modifications des 
histones, parmi lesquelles l’acétylation, et nous avons démontré que ces modifications de la 
chromatine sont responsables de l’activation de la DNA-PK dans ces conditions. De plus, 
l’activation de la DNA-PK est impliquée dans le contrôle de la stabilité de HIF-1α, 
permettant l’adaptation cellulaire à l’hypoxie. 
Ensemble, nos résultats montrent un rôle des PI3KKs dans la régulation de HIF-1 et 
suggèrent que l’hypoxie induit une réponse aux dommages de l’ADN, favorisant l’adaptation 
des cellules à ce stress environnemental. 
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